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“Tudo é possível, menos o impossível. Mas, não sabendo que era 
impossível, ele foi lá, e fez.” (parafraseando Jean Cocteau, 1869-1963.) 
RESUMO 
 
O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) está associado a um risco aumentado de 
fraturas. Pouco se sabe sobre as alterações na histomorfometria óssea (HO) em 
mulheres jovens com DM2. Nenhum estudo avaliou a correlação dos parâmetros de 
HO com controle glicêmico, presença de complicações crônicas (CCs) e fraturas 
vertebrais (FVs) nesta população. O objetivo do presente estudo foi avaliar a HO em 
mulheres na pré-menopausa com DM2, correlacionando-a com controle glicêmico, 
presença de CCs e de FVs, níveis séricos de pentosidina (PEN) e IGF-1, densidade 
mineral óssea (DMO) e outros parâmetros clínicos e bioquímicos relacionados ao 
metabolismo ósseo. Este foi um estudo transversal realizado em um centro médico 
terciário. A média de idade e IMC foram 41,6 ± 4,6 anos e 32,4 ± 3,9 Kg/m2, 
respectivamente. Vinte e seis mulheres na pré-menopausa com DM2 submetidas a 
biópsia óssea foram divididas em grupos com HbA1c < 7% (Bom controle, BC, n = 
10) e HbA1c > 7% (Mal controle, MC, n = 16), e subdivididas em grupos com (n = 9) 
e sem (n = 17) CCs, e com FV (n = 3) e sem FV ( n = 23). A prevalência de FV foi de 
11,5% das mulheres com DM2 (3/26). Os grupos e subgrupos foram comparados 
entre si, com um grupo controle histórico (GC, n = 15) para parâmetros de HO, e 
com um grupo controle saudável (CS) para os   grupos com e sem FVs. Os 
parâmetros da HO (volume ósseo [BV/TV], espessura trabecular [Tb.Th], número de 
trabéculas [Tb.N], separação entre as trabéculas [Tb.Sp], espessura osteoide [O.Th], 
superfície osteoide [OS/BS]), superfície de mineralização [MS/BS], taxa de formação 
óssea [BFR]), taxa de aposição mineral [MAR]), bem como DMO, PEN e IGF-1 
foram medidos. A comparação da HO entre os grupos BC e MC com o GC mostrou 
que o BV/TV estava aumentado nos grupos BC (P < 0,001) e MC (P = 0,05) e O.Th 
estava reduzida no grupo MC (P = 0,03), mas não no BC (P = 0,53). A comparação 
dos grupos com e sem CC com o GC mostrou no grupo com CC, O.Th reduzida (P = 
0,01) e BV/TV semelhante ao GC (P = 0,11). A comparação entre os grupos com e 
sem FV mostrou O.Th e OS/BS reduzidos no grupo com FV (ambos, P = 0,04). A 
comparação entre os grupos com e sem FV com GC mostrou O.Th e OS/BS 
reduzidos no grupo com FV (P = 0,04 e P = 0,03, respectivamente) e BV/TV e Tb.N 
aumentados apenas no grupo sem FV (P = 0,02 e P = 0,01, respectivamente); na 
comparação com CS, PEN e DMO do colo do fêmur e fêmur total foram maiores nas 
mulheres com DM2 (todos P < 0,05). A HbA1c correlacionou-se negativamente com 
O.Th (P = 0,02) e OS/BS (P = 0,01). Nenhuma correlação de HO com PEN e IGF-1, 
mas foi observada uma correlação positiva entre PEN e DMO de coluna L1-L4 (P = 
0,03), Z-score de coluna L1-L4 (P = 0.001) e Z-score de colo femoral (P = 0.007). 
Concluímos que o tecido ósseo em mulheres jovens com DM2 é afetado pelo 
controle da doença e presença de CCs. A doença óssea no DM2 parece evoluir 
num continuum em que o desfecho mais grave é caracterizado por função 
osteoblástica e taxa de formação óssea reduzidas, além de redução do volume 
ósseo nos pacientes com FVs, cuja prevalência foi de 11,5%. PEN pode ter 
influência na redução da  função osteoblástica e na elevação da DMO. Todas estas 
alterações contribuem para um aumento do risco de fraturas que é subestimado pela 
DMO nesta população. 
 
Palavras-chave: Doença óssea do diabetes mellitus tipo 2, histomorfometria óssea, 
fraturas vertebrais, qualidade óssea, pentosidina. 
 
 
 ABSTRACT 
 
Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is associated with an increased risk of 
fractures. Little is known about changes in bone histomorphometry (BH) in young 
women with T2DM. No study has evaluated the correlation of BH parameters with 
glycemic control (HbA1c), presence of chronic complications (CCs) and vertebral 
fractures (VFs) in this population. The aim of the present study was to evaluate BH in 
premenopausal women with T2DM, correlating it with HbA1c, presence of CCs, and 
VFs, serum pentosidine (PEN) and IGF-1 levels, bone mineral density (BMD) and 
other clinical and biochemical parameters related to bone metabolism. This was a 
cross-sectional study conducted at a tertiary medical center. The mean age and BMI 
were 41.6 ± 4.6 years and 32.4 ± 3.9 kg / m2, respectively. Twenty-six 
premenopausal women with T2DM who underwent bone biopsy were divided into 
groups with HbA1c <7% (GC, n = 10) and HbA1c> 7% (PC, n = 16), and subdivided 
into groups with (n = 9) and without (n = 17) CCs, and with (n = 3) and without VF (n 
= 23). The prevalence of VF was 11.5% of women with T2DM (3/26). The groups and 
subgroups were compared with a historical control group (CG, n = 15) for BH 
parameters, and with a healthy control group (HC) only for the groups with and 
without VFs. The parameters of BH (bone volume [BV/TV], trabecular thickness 
[Tb.Th], number of trabeculae [Tb.N], separation between trabeculae [Tb.Sp], osteoid 
thickness [O.Th], osteoid surface [OS/BS]), mineralization surface [MS/BS], bone 
ormation rate [BFR]), mineral apposition rate [MAR]) as well as BMD, PEN and IGF-1 
were measured. Comparison of BH between GC and PC groups with CG showed 
that BV/TV was increased in GC (P <0.001) and PC (P = 0.05) and O.Th was 
reduced in PC (P = 0.03), but not in the GC (P = 0.53). Comparison of the groups 
with and without CC with the CG showed in the group with CCs reduced O.Th (P = 
0.01) and BV/TV similar to the CG (P = 0.11). Comparison between the  with and 
without VF groups showed reduced O.Th and OS/BS in the VF group (both, P = 
0.04). Comparison between groups with and without VF with CG showed reduced 
O.Th and OS/BS in the  with VF group (P = 0.04 and P = 0.03, respectively) and 
increased BV/TV and Tb.N only in the without VF group (P = 0.02 and P = 0.01, 
respectively). Comparing with HC, PEN and BMD of the femur neck and total femur 
were higher in women with DM2 (all P <0.05). HbA1c correlated negatively with O.Th 
(P = 0.02) and OS/BS (P = 0.01). No correlation of BH with PEN and IGF-1, but a 
positive correlation was observed between PEN and L1-L4 column BMD (P = 0.03), 
L1-L4 column Z-score (P = 0.001) and Z- score femoral neck (P = 0.007). We 
conclude that bone tissue in young women with T2DM is affected by disease control 
and presence of CCs. Bone disease in T2DM seems to be a continuum in which the 
most severe outcome is characterized by reduced osteoblastic function and bone 
formation rate, as well as reduced bone volume in patients with VF, whose 
prevalence was 11.5%. PEN may influence the reduction of osteoblastic function and 
elevation  of the BMD. All of these changes contribute to an increased risk of 
fractures that is underestimated by BMD in this population. 
 
Keywords: Type 2 diabetes mellitus, bone disease, bone histomorphometry, 
vertebral fractures, bone quality, pentosidine. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
O diabetes mellitus (DM) caracteriza-se pela  hiperglicemia resultante da 
incapacidade absoluta (DM tipo 1) ou relativa (DM tipo 2) do organismo na produção 
e ação da  insulina (ARMAS et al., 2012). Na população adulta ( 20-79 anos), a 
prevalência global do Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) era 8,8% (425 milhões de 
pessoas) em 2017, devendo saltar para 9,9% em 2045 ( 628  milhões de pessoas) 
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017). Segundo essa entidade, 4 
milhões de pessoas na citada faixa etária morreram em 2017 de complicações 
relacionadas ao DM como um todo, o que corresponde a 10,7% da mortalidade 
global por todas as causas entre as pessoas deste grupo etário, e os gastos globais 
com o tratamento desta doença e suas complicações deverão saltar de US$ 727 
bilhões em 2017 para US$ 776 bilhões em 2045. Ainda, estima-se que 30-50% dos 
pacientes com DM2 sigam não diagnosticados e sujeitos ao desenvolvimento de 
complicações crônicas (CCs) da doença. 
A hiperglicemia crônica pode levar a várias CCs, tanto microvasculares 
(afetando retina, nervos, rins e outros tecidos) como macrovasculares (resultando 
em doença arterial coronariana, doença arterial periférica e doença cerebrovascular) 
(ARMAS et al., 2012).  Alguns estudos tem demonstrado um risco aumentado de 
fraturas em pacientes com DM sugerindo que a fragilidade óssea seja mais uma 
complicação crônica (BONDS et al., 2006; JANGHORBANI et al., 2007; MIAO et al., 
2005; VESTERGAARD, 2007). 
A osteoporose é caracterizada clinicamente por reduzida resistência óssea e 
por um risco aumentado de fraturas de baixo impacto que aumenta dramaticamente 
com idade (VAN STAA et al., 2001). A osteoporose pode ser primária, devido ao 
processo de envelhecimento e às alterações hormonais da menopausa ou 
secundária, causada por uma doença ou medicação que afetam o metabolismo 
ósseo. As fraturas por fragilidade são o indicador mais forte do risco de fraturas 
futuras. Pacientes que tiveram uma fratura em qualquer sítio tem o dobro de chance 
de ter uma nova fratura no futuro do que pessoas que nunca tiveram tais lesões; 
pacientes que tiveram uma fratura de baixo trauma, ou seja, clinicamente  
osteoporótica, de punho, quadril, úmero proximal ou tornozelo, apresentam um risco 
de fratura quase quatro vezes maior; já a maioria dos pacientes que sofreram 
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fraturas vertebrais sofrerão novas fraturas vertebrais nos próximos 3 anos 
(STOLNICKI; OLIVEIRA, 2016).  
DM e Osteoporose são doenças de prevalência crescente com o 
envelhecimento da população e de morbidade e mortalidade significativa. As 
relações entre elas são complexas e permanecem controversas, apesar de já 
extensamente estudadas. A tendência de maior expectativa de vida e um estilo de 
vida caracterizado por baixa atividade física e maior ingestão de alimentos altamente 
calóricos contribuem para o aumento da incidência de DM e osteoporose 
(HOFBAUER et al., 2007).  
Na prática clínica o principal método usado para avaliação do risco de fratura 
é a medida da densidade mineral óssea (DMO) pela absorciometria por dupla 
emissão de raios-X (dual energy X-ray absorptiometry – DXA). Há dados 
consistentes na literatura demonstrando que a densidade mineral óssea (DMO) está 
reduzida no DM1 (VESTERGAARD, 2007). Em contraste, com relação ao DM2, 
observa-se o oposto. Vários estudos mostram  que a DMO em pacientes DM2 é 
aumentada quando comparada a não diabéticos (MA et al., 2012). Para uma dada 
DMO, pacientes DM2 tem risco de fratura aumentado comparados a não diabéticos 
(SCHWARTZ et al., 2012).  
Assim, há um paradoxo na relação DM2 vs. DMO: o risco aumentado de 
fraturas persiste a despeito de uma DMO normal ou mais alta do que na população 
geral não diabética (MA et al., 2012), sugerindo que há uma alteração na qualidade 
óssea nesses pacientes. Contudo, os mecanismos fisiopatológicos subjacentes 
ainda permanecem desconhecidos. 
 
1.1 OBJETIVOS 
 
1.1.1 Objetivo geral  
 
Avaliar parâmetros estruturais e da remodelação óssea pela técnica da 
histomorfometria óssea (HO) em um grupo de mulheres na pré-menopausa com 
DM2 sob tratamento com hipoglicemiantes orais e/ou insulina, comparando um 
grupo metabolicamente bem controlado (hemoglobina glicada, HbA1c < 7 %) com 
um grupo mal controlado (HbA1c > 7 %), e cada grupo a um grupo controle  histórico 
da HO. 
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1.1.2 Objetivos específicos 
 
Correlacionar os achados da HO com as características clínicas de cada grupo 
estudado, medidas da DMO, níveis séricos de pentosidina (PEN)  e  insulin-like 
growth factor type 1 (IGF-1). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 
Como a população mundial envelheceu nas últimas três décadas, a 
incidência de fraturas aumentou significativamente. Em 1990, estima-se que 1,3 
milhões de fraturas de quadril ocorreram em todo o mundo, e que a prevalência de 
portadores de sequelas ou algum grau resultante  de deficiência foi de quase 4,5 
milhões; até 2010 estima-se que as fraturas de quadril tenham aumentado para 2,7 
milhões ao ano (COOPER; FERRARI, 2017). No Brasil, o número total de pessoas 
acometidas por fraturas por fragilidade  chega a 10 milhões e o gasto com 
tratamento e cuidados desses casos no Sistema Único de Saúde (SUS) somente no 
ano de 2010 chegou a R$ 81 milhões; o número de fraturas de quadril  que era de 
cerca de 121.700 casos em 2010, atingirá 160.000 em 2050 (STOLNICKI; 
OLIVEIRA, 2016). 
As fraturas do quadril são particularmente devastadoras: menos da metade 
dos indivíduos que sobrevivem a uma fratura de quadril vai andar novamente sem 
ajuda (OSNES et al., 2004) e uma proporção significativa nunca recupera o seu 
antigo grau de mobilidade (MAGAZINER et al., 1990); um ano após a fratura de 
quadril, 60% dos pacientes requerem assistência com atividades como alimentação, 
vestir-se ou ir ao banheiro, e 80% precisa de ajuda com atividades como compras ou 
dirigir automóvel (COOPER, 1997). Entre 10-20% das pessoas que sofrem tais 
fraturas se tornarão moradores de casas de assistência um ano após o evento 
(COOPER; FERRARI, 2017). 
 
2.1 FRATURAS EM PACIENTES COM DM 
A consequência clínica mais importante da osteoporose são as fraturas por 
fragilidade, por se relacionarem com aumento da morbimortalidade. Em particular, as 
fraturas vertebrais (FVs) afetam negativamente os pacientes de várias maneiras: 
causam lombalgia crônica, perda de altura, deformidade e imobilidade (LIPS et al., 
1999; NEVITT et al., 1998). Da mesma forma, levam à perda de autoestima, imagem 
corporal distorcida e depressão (GOLD, 2001; SL et al., 2007; TOSTESON et al., 
2001), além de gerar impacto negativo significativo na rotina, atividades da vida 
diária (HALL et al., 1999; KANAZAWA et al., 2018) e na qualidade de vida 
(KANAZAWA et al., 2018). A sobrevivência também é afetada por FVs e de  quadril: 
após um desses eventos, a  mortalidade durante os 5 anos seguintes é 
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aproximadamente 20% maior do que seria esperado, com a maioria das mortes 
ocorrendo nos primeiros 6 meses após fratura de quadril (COOPER; FERRARI, 
2017). Com relação às chamadas Fraturas não-quadril, não-vertebrais (NHNV - Non-
Hip Non-Vertebral), que correspondem a aproximadamente dois terços de todas as 
fraturas por fragilidade, estudos mostram que há repercussão importante das 
mesmas na qualidade de vida dos pacientes, baseado no indicador HRQL – health 
related quality of life  (ROUX et al., 2012), além de aumento da mortalidade (TRAN 
et al., 2017).  Assim, para melhorar a qualidade de vida das pessoas com 
osteoporose deve-se ter foco nas intervenções para prevenir fraturas e tratar a 
doença. 
Um estudo dinamarquês (HOLM et al., 2018) recentemente publicado 
avaliou  uma coorte histórica de 6.285 mulheres predominantemente na pós-
menopausa, entre as quais 229 com DM2, acompanhadas por 5,8 anos em média 
quanto a ocorrência de fratura osteoporótica maior ( fratura de quadril, rádio, úmero 
e fratura vertebral clínica), e observou a presença de um elevado risco de fratura: 
fraturas morfométricas vertebrais ( prevalentes)  (43,7% vs. 33,2%, p = 0,0010) e 
fratura osteoporótica maior (26,2% vs. 20,5%, p = 0,038) foram mais comuns em 
pacientes com DM2. Na análise univariada para associação de DM2 com os 
diversos tipos de fratura, o  hazard ratio (HR) foi 1,415 para fratura em geral (IC 95% 
1,077 - 1,858, p = 0128), 1,726 para fratura osteoporótica maior (IC 95% 1,265 - 
2,355, p = 0,0006), 2,759 para fratura de quadril (IC 95% 1,678 - 4,534, p < 0,0001) 
e 1,883 para fratura de úmero (IC 95% 1,051 - 3,374, p = 0,333), não mostrando 
significância estatística para fraturas de antebraço, fratura lombar e outras fraturas. 
Na análise multivariada, porém, corrigindo-se outros fatores de risco para fratura, 
houve associação estatisticamente significativa apenas entre DM2 e fratura 
osteoporótica maior (HR: 1,533; IC 95% 1,053 - 2,232, p = 0,0260) e DM2 e fratura 
de quadril (HR: 1,833; IC 95% 1,016 - 3,308, p = 0,0442). Os autores concluíram que 
houve uma associação entre DM2 e risco aumentado de fratura osteoporótica maior, 
motivada principalmente por um risco aumentado de fratura de quadril, sendo que o 
achado foi independente da presença de osteoporose. 
Fraturas por fragilidade ocorrem por diminuição da resistência óssea, a qual 
está relacionada com a integração de dois fatores principais: densidade e qualidade 
óssea. A qualidade óssea refere-se à microarquitetura, remodelação e mineralização 
óssea (SEEMAN; DELMAS, 2006). Alterações na microarquitetura óssea trabecular, 
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como diminuição do volume ósseo, redução no número e na espessura das 
trabéculas e o aumento do espaço entre elas, levam a redução da força e 
consequente aumento de fraturas. Portanto, a avaliação da microestrutura óssea é 
um instrumento importante na análise das propriedades mecânicas do osso e, 
consequentemente, do risco de fraturas por fragilidade (DEMPSTER, 2003). 
 
2.2 DENSIDADE MINERAL ÓSSEA EM PACIENTES COM DM 
Na prática clínica o principal método usado para avaliação da resistência 
óssea e risco de fratura é a medida da DMO pela DXA. Usando este método, há 
dados consistentes na literatura demonstrando que a DMO está reduzida no DM1 
(VESTERGAARD, 2007), aumentando o risco teórico calculado de fratura de quadril 
(1,42) nesta população. Contudo, uma vez que o aumento observado no risco de 
fratura de quadril nessa população é três vezes maior, essa diferença sugere que 
outros fatores que não apenas a DMO, ou seja, a qualidade óssea, provavelmente 
contribuem para o maior risco de fratura no DM1 (RUBIN, 2017). 
Em contraste, com relação ao DM2 observa-se o oposto quanto à DMO. 
Uma metanálise de 15 estudos observacionais mostrou que a DMO em pacientes 
DM2 é aumentada quando comparada a não diabéticos, com uma diferença de 0,04 
g/cm2 (95% IC: 0,02 - 0,05) no colo femoral, 0,06 g/cm2 (95% IC: 0,04 - 0,08) no 
quadril, e 0,06 g/cm2 (95% IC:  0,04 - 0,07) na coluna (MA et al., 2012). Ademais, 
para uma dada DMO, comparados a indivíduos sem DM2, pacientes com DM2 tem 
risco de fratura aumentado (SCHWARTZ et al., 2012). A análise de pacientes de 
várias coortes longitudinais [SOF, Osteoporotic Fractures in Man (MrOS) e Health 
ABC] mostrou que quando uma dada  DMO foi usada como preditora de risco de 
fratura em pacientes com DM2, para o correspondente T-escore o risco de fratura foi 
deslocado para cima, e , assim, subestimado, o mesmo se dando com um outro 
método usado para predição de fraturas em DM2, o fracture risk assesment (FRAX) 
(RUBIN, 2017; SCHWARTZ et al., 2012).  
 
2.3 TRABECULAR BONE SCORE – TBS 
Um outro método recentemente validado para complementar o FRAX na 
avaliação do risco de fratura é o Trabecular Bone Score (TBS) (MCCLOSKEY et al., 
2016). O TBS baseia-se na análise da textura óssea derivada do DXA 
anteroposterior da coluna lombar, avaliando  o grau de heterogeneidade no osso, 
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sendo um  escore inferior (mais heterogêneo) preditivo de fratura (SILVA et al., 
2014). EM DM, o TBS é reduzido, a despeito de uma melhor DMO, e prediz  fratura 
melhor que DXA, sugerindo que possa haver um déficit ósseo no DM que é melhor 
capturado pelo TBS. Isso foi demonstrado numa recente coorte retrospectiva 
envolvendo 29.407 mulheres de 50 anos ou mais de idade, submetidas a exame de 
DXA no início do seguimento médio de 4,7 anos, sendo 2.356 portadoras de DM, 
avaliadas para a incidência de fratura osteoporótica maior no período (LESLIE et al., 
2013). 
 
2.4 FATORES DE RISCO PARA FRATURAS EM DM 
É importante salientar que o risco aumentado de fraturas observado no DM2 
pode estar relacionado à presença de complicações microvasculares do DM e outros 
fatores inerentes ao tratamento desta condição (IVERS et al., 2001; MELTON et al., 
2008; STROTMEYER et al., 2005), frequentemente associada a comorbidades e 
polifarmácia que podem levar a maior risco de quedas e fraturas observadas nessa 
população (WALLANDER et al., 2017). 
Avaliando esses últimos fatores, uma recente  metanálise envolvendo 74 
estudos prospectivos avaliou 31 fatores de risco para queda em pacientes com DM2 
e idade acima de 65 anos ( entre eles fatores sociodemográficos, de mobilidade, 
sensoriais, psicológicos, médicos e uso de medicamentos), detectando uma hazard 
ratio (HR) = 1,19 (IC 95%: 1,1 - 1,3) para risco de quedas comparada a não 
diabéticos (DEANDREA et al., 2010). Esse estudo, porém, não avaliou 
especificamente o uso de insulina como fator de risco, e o HR do DM2 foi 
considerado moderado (entre 1 - 2) quando comparado com os fatores de risco mais 
elevados (> 2), como o histórico de queda prévia, problemas de marcha, uso de 
instrumentos de auxílio para caminhar, vertigem, doença de Parkinson e uso de 
drogas antiepilépticas. 
As quedas, contudo, não explicam completamente o risco de fratura 
aumentado relacionado ao DM2. Estudos delineados para avaliar a relação entre 
DM2 e fraturas, mesmo após um ajuste para quedas, mostraram uma associação 
independente entre DM e fraturas  (BONDS et al., 2006; RUBIN, 2017). O uso de 
insulina poderia ser responsável por uma parte deste risco (LIPSCOMBE et al., 
2007; MELTON et al., 2008; SCHWARTZ et al., 2001). Em um relato recente de uma 
grande coorte de pacientes idosos (idade ± DP = 80,8 ± 8,2 anos,  N = 429.313) o 
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risco de quedas foi aumentado em pacientes com DM2 comparado com pacientes 
não diabéticos,  independente do regime de tratamento clínico, mas a fratura de 
quadril se mostrou aumentada apenas nos usuários de insulina (HR = 1,24, IC 95% 
1,16 - 1,32), sugerindo que um mecanismo que afeta a força óssea ( uso de insulina 
significaria doença clínica mais grave requerendo a insulinização ou associada a 
complicações crônicas do DM), em adição às quedas, podem desempenhar um 
papel no risco aumentado de fraturas observados nesta população (WALLANDER et 
al., 2017). 
Além da insulinoterapia, o maior  tempo de doença (DE LIEFDE et al., 2005; 
LESLIE et al., 2007) e a presença de complicações crônicas micro e 
macrovasculares (IVERS et al., 2001; MELTON et al., 2008; STROTMEYER et al., 
2005) parecem estar relacionadas ao aumento de fraturas no DM2, bem como o uso 
de tiazolidinedionas (TZDs), como demonstrou uma metanálise, na qual essas 
drogas mostraram estar relacionadas à perda óssea e aumento de fraturas, 
particularmente em mulheres (LOKE; SINGH; FURBERG, 2009). 
Em relação ao controle glicêmico como fator de risco de fraturas, o estudo 
ACCORD (Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes), um estudo 
randomizado e controlado, incluiu em seu estudo auxiliar (Accord Bone Study) 7.287 
dos 10.251 participantes do estudo inicial,  tanto em  seu braço de controle intensivo 
do DM ( HbA1c mediana = 6,4%) como no braço de controle padrão ( HbA1c 
mediana = 7,5%).  Após seguimento médio de 3,8 ± 1,3 anos, não houve diferença 
no risco de fratura ou de quedas entre os grupos (SCHWARTZ, 2016), enquanto que 
estudos observacionais mostraram resultados limitados e inconsistentes (LESLIE et 
al., 2012; MA et al., 2012; VESTERGAARD, 2007). Recentemente, um estudo 
mostrou que o mau controle glicêmico tem impacto sobre o risco de fraturas por 
fragilidade no DM1, mas não no DM2  (JICK et al., 2018), e o uso de um fator de 
correção derivado dos níveis de HbA1c para o cálculo do FRAX pode aumentar a 
habilidade desta ferramenta em predizer o risco de fraturas em pacientes com DM2 
(VALENTINI et al., 2018).  
A evidência de que o risco de fratura é aumentado no DM2, paradoxalmente, 
apesar de uma DMO normal, tem levado à hipótese de que há alterações  
específicas nas propriedades esqueléticas que são associadas ao diabetes; essas 
alterações na qualidade óssea incluem anormalidades nas propriedades  materiais, 
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dinâmicas e na microarquitetura esquelética, que podem contribuir para o risco de 
fratura aumentado observado no DM2 (LESLIE et al., 2012). 
 
2.5 PRODUTOS AVANÇADOS DE GLICAÇÃO NÃO ENZIMÁTICA DO 
COLÁGENO - AGES 
Os mecanismos biológicos através dos quais o DM2 atua sobre o osso 
podem estar relacionados ao acúmulo dos produtos finais da glicação avançada 
(advanced glycation end-products - AGEs) em diferentes partes deste tecido. Essas 
substâncias são formadas pela reação de Maillard, uma reação não enzimática entre 
açucares redutores e grupos aminas livres de proteínas, lipídios e ácidos nucléicos, 
contribuindo para o envelhecimento das macromoléculas (YAMAGISHI; 
NAKAMURA, 2015), da qual resultam bases de Shiff via adição nucleofílica. Sob 
condições hiperglicêmicas e/ou de estresse oxidativo, esse processo inicial de 
formação, ainda reversível, de adictos da base de Shiff  rearranjam seus grupos 
“carbonila” intermediários e convertem-se nos chamados compostos de Amadori, 
mais estáveis e ligados covalentemente: as alfa-dicarbonilas  ou oxaldeídos, entre 
os quais o glioxal, o metil-glioxal e a 3-deoxi-glicosona (TAKEUCHI et al., 2001). 
Após o curso de dias ou semanas, os compostos de Amadori sofrem outras  reações 
espontâneas de rearranjo para formar a macromolécula fluorescente, 
irreversivelmente interligada, chamada AGEs, as quais estima-se que sofram 10% 
dos compostos de Amadori (YAMAGISHI; IMAIZUMI, 2005). AGEs são lentamente 
degradados e permanecem por longo tempo nos vasos sanguíneos, mesmo após o 
controle glicêmico ter melhorado (WOLFFENBUTTEL et al., 1996).  
Muitos tipos de proteínas ligantes dos AGEs tem sido reportadas. Entre elas 
o receptor dos AGEs (receptor of AGE - RAGE), um receptor celular de superfície, 
membro da superfamília das imunoglobulinas, transdutor do sinal dessas moléculas, 
das quais sofrem estímulo de up-regulation (super-expressão) (YAMAGISHI; 
NAKAMURA, 2015).  
O principal constituinte orgânico do osso é o colágeno tipo I, formado por 
dois domínios não-helicoidais e uma região helicoidal tripla. Essa proteína estrutural 
é composta por três cadeias polipeptídicas com uma sequência muito específica de 
aminoácidos  que permite que as cadeias se enrolem em uma estrutura helicoidal 
tripla; os aminoácidos que se encontram na superfície da hélice estão envolvidos na 
formação das ligações cruzadas do colágeno (VASHISHTH, 2009). As interligações 
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cruzadas do colágeno constituem uma importante modificação pós-translacional do 
colágeno, e ocorre por dois processos distintos: 1) interligação enzimática, mediada 
pela lisil-hidroxilase e lisil-oxidase; e 2) interligação não-enzimática, mediada por 
glicação e/ou oxidação, que afetam diferentemente as propriedades mecânicas e a 
estabilidade do colágeno (KARIM; BOUXSEIN, 2016). 
As interligações enzimáticas requerem uma enzima para criar ligações 
cruzadas intra ou interfibrilares que resultam na transformação das ligações 
cruzadas bivalentes em ligações cruzadas trivalentes e estáveis (GARNERO, 2012), 
e habitualmente aumentam a rigidez da fibrila de colágeno e a força óssea.  
As interligações não-enzimáticas, acima citadas de maneira genérica, no 
osso envolvem uma reação bioquímica entre um grupo amino da lisina ou da 
hidroxilisina e um grupo aldeído de um açúcar, como a glicose, formando glicosil-
lisina, que, por sua vez, passa  por uma reação  adicional para formar um adicto de  
base de Shiff ou um composto de Amadori (KARIM; BOUXSEIN, 2016) 
Esses produtos intermediários sofrem reações bioquímicas adicionais para 
eventualmente criar modificações pós-translacionais no colágeno (AGEs), e podem 
acumular-se  em inúmeros tecidos, incluindo tendões, pele, cartilagem e osso 
(VIGUET-CARRIN et al., 2006). AGEs incluem ligações cruzadas que se formam 
com ou entre  as fibras de colágeno (por exemplo, pentosidina, vesperilisina, 
crosslina) e  modificações não-cruzadas, (por exemplo, carboximetillisina, carboxietil-
lisina e pirralina) (BAILEY; PAUL; KNOTT, 1998). 
Proteínas com meias-vidas longas, como o colágeno, têm mais chances 
para suas cadeias laterais serem glicadas. O colágeno tipo I é considerado um fator 
determinante principal das propriedades de resistência óssea pois trata-se do 
principal componente proteico da matriz óssea (YAMAMOTO; SUGIMOTO, 2016). 
As fibrilas de colágeno são construídas de moléculas de protocolágeno que são 
conectadas umas às outras através da interligação em sítios geneticamente 
determinados, por enzimas específicas, tais como a lisina hidroxilase e a lisil oxidase 
(EYRE, 1984). A interligação cruzada intermolecular enzimática dá mais rigidez ao 
colágeno aumentando, assim,  a resistência do tecido (DEPALLE et al., 2015). 
O osso é composto por colágeno tipo 1 endurecido por cristais de 
hidroxiapatita de cálcio. Um aumento da densidade mineral do tecido aumenta a sua  
dureza mas sacrifica a sua flexibilidade, sendo que o osso humano normal é 60% 
mineralizado (SEEMAN; DELMAS, 2006). A composição e o grau de ligações 
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cruzadas do colágeno também influenciam sua função. A tripla hélice do colágeno 
tipo I confere força em tensão, enquanto as ligações cruzadas mantêm suas hélices 
presas. Se há poucas ligações cruzadas, as hélices podem separar-se; se as 
ligações cruzadas são excessivas, a habilidade para absorver energia diminui 
(BAILEY et al., 1999; BANSE; SIMS; BAILEY, 2002; GARNERO et al., 2002; 
VIGUET-CARRIN; GARNERO; DELMAS, 2006).  
A PEN é o AGE mais bem estudado. Dois estudos relataram uma 
associação entre maiores níveis de PEN e o risco de fraturas vertebrais. Para 
examinar a associação entre os níveis de PEN sérica e FVs em pacientes japoneses 
portadores de DM2, um estudo transversal  analisou 77 homens acima de 50 anos e 
76 mulheres na pós-menopausa, comparando dados de DMO, PEN sérica, fração 
óssea da fosfatase alcalina, e níveis urinários de NTX (type 1 collagen crosslinked 
N-telopeptide), entre pacientes com e sem FVs (YAMAMOTO et al., 2008) .Os 
autores concluíram que em mulheres idosas diabéticas, mas não em homens, ao 
contrário da DMO, os níveis de PEN podem ser úteis para avaliar o risco de FVs 
prevalentes e podem refletir a qualidade óssea neste grupo. Um segundo estudo 
avaliou 432 mulheres idosas japonesas não diabéticas com relação à associação 
entre os níveis de PEN urinária e a presença de FVs prevalentes e incidentes, 
durante um período de seguimento de 5,2 ± 3,3 anos (SHIRAKI et al., 2008), 
concluindo que os níveis deste subtipo de AGEs urinário é um marcador para FVs 
nesta população. 
Numa coorte observacional envolvendo 501 pacientes com e 427 pacientes 
sem DM, homens e mulheres com idade entre 70 - 79 anos, avaliou-se os níveis 
basais de PEN urinária e sua associação com as FVs incidentes e as FVs 
prevalentes ao início do seguimento (SCHWARTZ et al., 2009), concluindo que 
maiores níveis de PEN urinária são um fator de risco da ordem de 42% para a 
incidência de fraturas em idosos adultos com DM e podem contribuir em parte para 
reduzida força óssea no DM2.  
Já um estudo de coorte japonês ( FORMEN) recentemente publicado, 
envolvendo 2.174 homens idosos (> 65 anos), mostrou que nesta população, 
aqueles com hiperglicemia tiveram alta DMO e baixo TBS; aqueles com elevada 
insulino-resistência mostraram baixo TBS, sendo que essas associações não foram 
explicadas pela redução do turnover ósseo ou pela retenção de PEN (IKI et al., 
2017)  
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Os AGEs reduzem as propriedades materiais e biomecânicas do osso, por 
enrijecer o colágeno e reduzir a força óssea independente da DMO medida pela 
DXA (RUBIN, 2017). Estudos em ratos mostraram que o acúmulo de AGEs é 
acelerado pelo DM e correlaciona-se com múltiplas medidas de força óssea (SAITO 
et al., 2006). Um estudo clínico mediu os AGEs na pele por autofluorescência e 
encontrou uma correlação inversa desta com a bone material strenght index (BMSi) 
por microindentação de impacto (FURST et al., 2016). Um estudo em cadáveres de 
28 mulheres mediu diretamente AGEs no osso, demonstrando que maior conteúdo 
de AGEs ósseo foi associado com pior resistência óssea (ABRAHAM et al., 2016). 
Todos esses dados sugerem que acúmulo de AGEs no osso e sua matriz colágena 
contribui para a observada alteração das propriedades materiais e reduzida força 
óssea observada neste tecido no DM (RUBIN, 2017).  
Apenas dois estudos avaliaram a diferença dos níveis dos AGEs no osso 
cortical e no osso trabecular em humanos, com resultados discrepantes. Um deles  
relatou maior conteúdo de PEN no osso cortical do que no osso trabecular, achado 
que foi atribuído às maiores taxas de turnover do osso trabecular, resultando em 
maior remoção de AGEs (ODETTI et al., 2005). De modo inverso, outro estudo 
relatou maior concentração de AGEs fluorescente total e PEN no osso trabecular, 
que foi atribuído à maior relação superfície-volume  nesta fração óssea, 
colaborando, assim, para o maior acesso de açúcar para formação de AGEs (KARIM 
et al., 2013). Analisando biópsias de crista ilíaca de pacientes com DM1, 5 deles 
com fratura e 5 sem fraturas, comparando-os com 5 controles saudáveis, um 
estudos mediu PEN na matriz óssea por HPLC ( high performance liquid 
chromatography, cromatografia líquida de alta performance) no osso trabecular e no 
cortical, além do grau de mineralização óssea (GMO) por microrradiografia e as 
propriedades mecânicas por testes de micro e nanodureza (FARLAY et al., 2016). 
Tal estudo mostrou aumento significativo da PEN no osso trabecular dos pacientes 
com  DM1 com fratura em relação aos controles, e foi mais mineralizado que os DM1 
sem fratura e os controles; não foi observada diferença entre o conteúdo de PEN no 
osso trabecular entre os DM1 sem fratura e os controles. Os autores não 
observaram diferença no osso cortical dos pacientes com DM1 sem fratura e os 
controles, mas notaram correlação positiva entre HbA1c e PEN e entre HbA1c e o 
GMO, concluindo que todas essas alterações poderiam levar a um osso menos 
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flexível por redução do módulo de elasticidade e a uma tendência a fraturas por 
baixa-energia nesta população. Não há estudos semelhantes em DM2 na literatura. 
Os AGEs podem enfraquecer o osso também por reduzir a formação óssea 
que parece ocorrer no DM: há evidências sugerindo que tais substâncias interferem 
com o desenvolvimento, função e aderência dos osteoblastos  ao colágeno da matriz 
(LESLIE et al., 2012). Além disso, também a atividade osteoclástica parece estar 
comprometida. Nesta linha, um estudo transversal avaliou amostras de osso cortical 
de fêmur de 18 cadáveres masculinos não diabéticos, sendo 6 jovens (31 ± 6 anos), 
6 de meia- idade (51 ± 3 anos) e 6 idosos (76 ± 4 anos), quanto ao acúmulo de 
AGEs e sua correlação com a atividade osteoclástica (medida da área poços de 
reabsorção) em ósteons mais novos, ósteons mais antigos e no tecido intersticial, 
mostrando que há aumento dos AGEs com a idade, sendo que tal acúmulo inicia-se 
no tecido intersticial, seguindo pelos ósteons mais antigos, estando em menor nível 
nos ósteons mais recentes, interessantemente iniciando-se nas linhas de 
cementação e daí difundindo-se para outras partes do tecido ósseo  mais velho  
(DONG et al., 2011). Esses autores observaram também que a atividade 
osteoclástica teve uma correlação positiva com a concentração de AGEs e tal efeito 
foi aumentando com o aumento da idade do doador- cadáver.   
 
2.6 REMODELAÇÃO ÓSSEA  
Vários estudos sugerem que o DM está associado a um estado de baixo 
turnover ósseo. Uma recente metanálise envolvendo 66 estudos entre 2.881 
selecionados para investigar diferenças nos marcadores do turnover ósseo entre 
pacientes diabéticos e controles (HYGUM et al., 2017) mostrou que os níveis séricos 
dos marcadores de reabsorção óssea (telopeptídeo C-terminal do pró-colágeno tipo 
1 [CTX]: - 0,1 ng / mL [- 0,12, -0,08] ), e os marcadores de formação óssea 
(osteocalcina (OC): -2,51/ mL [- 3,01, -2,01]) e propeptídeo amino-terminal do 
procolágeno tipo 1 (P1NP): - 10.80 ng/ mL [-12,83, - 8,77]) foram todos menores em 
pacientes com DM comparados com controles. Além disso, a TRAP ( fosfatase ácida 
tartarato-resistente) mostrou-se reduzida em pacientes com DM2 (- 0,31 U/L [- 0,56, 
- 0,05]) em comparação aos controles. Por outro lado, a esclerostina (ESC) foi 
significativamente maior em pacientes com DM2 (14,92 pmol/L [ 3,12; 26,72]) e DM1 
(3,24 [ 1,52, 4,96]) comparados com os controles, enquanto a osteoprotegerina (OP) 
sérica foi aumentada nos pacientes diabéticos em comparação com controles (2,67 
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pmol/L [ 0,21, 5,14]). Todos os achados citados levaram os autores à conclusão de 
que os marcadores de formação e reabsorção óssea estão diminuídos em pacientes 
com DM e isso sugere um estado de baixa renovação óssea, que, por sua vez, pode 
levar a um osso mais frágil. 
A descoberta da via sinalizadora Wnt e sua importância na homeostase 
óssea contribuiu para melhor compreensão dos mecanismos celulares e 
moleculares da remodelação óssea (HUANG; HE, 2008). Um dos principais 
reguladores da via Wnt é o produto do gene SOST, a ESC, a qual é expressa quase 
que exclusivamente pelo osteócito. A ESC  é um antagonista que age sobre a 
massa óssea por ligação competitiva com o LRP-5 (low-density lipoprotein receptor-
related protein-5) (LI et al., 2005; SUVA, 2009). Ela bloqueia a formação óssea. A 
ausência do gene da ESC leva a uma condição chamada esclerosteose, 
caracterizada por elevada massa óssea. 
O papel da via sinalizadora Wnt pode ser crucial na patogênese da baixa 
qualidade óssea observada no DM. Dados relativos a essa via no DM são limitados 
a modelos animais e foram focados na análise da expressão gênica ou na 
concentração de proteínas maiores no ambiente ósseo (NUCHE-BERENGUER et 
al., 2010; PORTAL-NÚÑEZ et al., 2010). Contudo, pouco se sabe especificamente 
sobre as relações da ESC com a fragilidade óssea observada no DM2. 
Com o objetivo de levantar informações sobre a relação dos níveis de ESC 
circulante com a idade, sexo e massa óssea em humanos, um estudo avaliou 362 
mulheres (123 na pré-menopausa, 152 na pós-menopausa sem terapia de reposição 
hormonal (TRH),  87 na pós-menopausa sob TRH e 318 homens de 21-97 anos 
(MÖDDER et al., 2011). Os níveis de ESC foram significativamente maiores nos 
homens do que nas mulheres. Em mulheres na pré e pós-menopausa que não 
utilizaram TRH (n = 275) e nos homens, os níveis de ESC foram associados 
positivamente com a idade. Ao longo da vida, os níveis séricos de ESC aumentaram 
2,4 e 4,6 vezes nas mulheres e nos homens, respectivamente. Além disso, para uma 
determinada DMO de corpo total, os idosos (idade ≥ 60 anos) apresentavam níveis 
mais elevados de ESC sérica do que os indivíduos mais jovens (entre 20 e 39 anos). 
Um outro trabalho avaliou os determinantes fisiológicos da ESC sérica 
através de um estudo transversal, populacional, em larga escala,  envolvendo 1.803 
mulheres (de 20 - 79 anos), sendo 568 delas na pré-menopausa, além de 443 
mulheres saudáveis (de 35 - 45 anos), que foram usadas para estabelecer o 
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intervalo normativo de referência para a ESC sérica; elas foram avaliadas quanto à 
DMO lombar e femoral e vários parâmetros bioquímicos e hormonais (ARDAWI et 
al., 2011). Observou-se um aumento dos níveis de ESC com a idade até os 45 anos 
de idade, que continuou elevando-se significativamente com os anos de pós-
menopausa. Foram determinantes dos níveis de ESC nas mulheres na pré-
menopausa a idade, paratormônio (PTH), estradiol (E2) e FSH ( hormônio folículo 
estimulante); na pós-menopausa, idade, FSH e E2. Para o grupo com um todo, 
foram determinantes para o nível sérico de ESC a idade, OC, FSH e E2 séricos. Foi 
observada uma correlação negativa entre os níveis séricos de ESC e os valores de 
DMO lombar e femoral em todos os grupos, que desapareceu após ajuste para 
idade e IMC. Isso não foi visto nas mulheres na pós-menopausa, mas também 
ocorreu no grupo de  mulheres na pré-menopausa (ARDAWI et al., 2011; MÖDDER 
et al., 2011) 
Com o objetivo de estudar a via Wnt em pacientes diabéticos, um estudo 
transversal incluiu 74 pacientes diabéticos  caucasianos de 30 - 65 anos  e um grupo 
controle formado por 50 pacientes saudáveis (GARCÍA-MARTÍN et al., 2012). Foram 
avaliados os níveis de ESC sérica, marcadores do turnover ósseo, DMO e a 
presença de FVs morfométricas. Observou-se que os níveis de ESC circulante 
estavam aumentados em pacientes com DM2, principalmente em homens, nos quais 
houve uma correlação positiva com a idade. Além disso, a concentração sérica de 
ESC foi positivamente associada com os valores de DMO nos pacientes DM2, com a 
duração do DM e HbA1c, e inversamente com os marcadores de turnover ósseo 
estudados [OC, bone alcaline phosphatase (BALP), C-telopeptide cross-linked 
collagen type 1 (CTX) e TRAP-5b], e significativamente mais baixa em pacientes 
osteoporóticos. Diante desses resultados os autores postularam que a via 
sinalizadora Wnt está alterada em pacientes DM2, o que promove deterioração da 
osteoblastogênese, redução da formação óssea e aumento da fragilidade óssea, 
ressaltando, entretanto, que  mais estudos são necessários para avaliar o papel da 
ESC no metabolismo ósseo do DM e sua relação com o controle glicêmico desta 
população.  
 
2.7 IGF-1 
O hormônio do crescimento (growth hormone - GH) é um importante 
regulador do crescimento ósseo longitudinal durante a infância devido à sua 
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capacidade de estimular células precursoras na cartilagem epifisária. Evidências 
recentes, contudo, sugerem que este hormônio também tem um papel crucial na 
manutenção da massa óssea em adultos, onde ele  regula a remodelação óssea 
através da interação complexa entre o GH, IGFs (insulin-like growth factors – fatores 
de crescimento semelhantes à insulina), IGFBPs (insulin-like growth factors binding 
proteins – proteínas ligadoras dos fatores de crescimento semelhantes à insulina) 
circulantes, e IGFs e IGFBPs produzidas localmente, através da  ação endócrina, 
autócrina e parácrina dos citados elementos (UELAND, 2004). Estudos in vitro 
sugerem que GH/IGF-1 atuam sobre o metabolismo ósseo de várias maneiras: GH e 
IGFs podem se ligar a receptor do GH (GHR) ou das IGFs (IGFRI) em pré-
osteoblastos ou osteoblastos maduros, induzindo diferenciação e proliferação 
dessas células, além de estimular a produção osteoblástica de IGFs e IGFBPs, que 
pode ter efeitos independentes dos IGFs, bem como regular a função do IGF-1 e 
IGF-2 por meio do sequestro destes. Os osteoblastos também podem induzir a 
síntese de colágeno e a mineralização do osso neoformado. Tanto GH quanto os 
IGFs podem regular a diferenciação e atividade osteoclástica. IGFs ligados ao 
IGFBP-5 e presos no osso e  matriz óssea durante a formação óssea, podem ser 
liberados durante a reabsorção osteoclástica e tomar parte desses processos 
novamente, estimulando a atividade osteoblástica, acoplando a reabsorção e 
formação óssea (UELAND, 2004). 
Alguns estudos prévios associam a presença e gravidade de FVs 
prevalentes negativamente com os níveis de IGF-1 em mulheres na pós-menopausa 
(KANAZAWA; YAMAGUCHI; SUGIMOTO, 2011). Um estudo transversal recente 
avaliou de maneira  combinada a DMO e os níveis séricos de IGF-1 em relação ao 
risco de FV em 412 mulheres na pós-menopausa (67,7 ± 9,4 anos) e 582 homens 
(65,9 ± 8,7 anos) com DM2, incluindo marcadores  de remodelação óssea 
(KANAZAWA, 2018). A associação com FV da DMO isolada, IGF-1 sérico isolado, e 
combinação da avaliação por DMO e IGF-1 foram examinadas. As análises de 
regressão logística múltipla mostraram que níveis de  IGF-1 e T-escore da DMO 
(lombar e femoral) foram  negativamente associados com FVs, exceto para IGF-1 
em homens. Em uma análise de curva ROC (Receiver Operating Characteristic) foi 
demonstrado que os valores  de corte para IGF-1, T-score L1-L4 e T-escore de colo 
femoral  foram de 127 ng / mL, - 1,78  e - 2,02 em mulheres na pós-menopausa,  e 
127 ng / mL, - 1,67, e - 1,24 nos homens, respectivamente. Com base nos valores 
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de corte, os sujeitos foram divididos em quatro categorias. A categoria de menor 
IGF-1 e menor T-escore teve um aumento significativo do risco de FVs em 
comparação com IGF-1 e T-escores mais elevados, tanto em mulheres pós-
menopáusicas como em homens. A sensibilidade e especificidade da avaliação 
combinada para detectar FV foram melhores em comparação com o uso isolado da 
DMO ou IGF-1. Este é o primeiro estudo a mostrar que além da medição da DMO, a 
avaliação combinada da IGF-1 sérica é útil para estimar a prevalência de FV em 
pacientes com DM2 (KANAZAWA, 2018).  
Outro estudo transversal investigou  as relações entre níveis séricos de 
ESC, IGF-1 e FVs em mulheres com DM2  na pós-menopausa (ARDAWI et al., 
2013). Foram estudadas 482 mulheres na pós-menopausa e 482 mulheres pareadas 
por idade sem DM2. As principais medidas de desfecho foram ESC sérica, IGF-1, 
DMO e marcadores de remodelação óssea, além de raio X laterais da coluna 
torácica e lombar para diagnosticar FVs. Os níveis séricos de ESC foram 
aumentados, enquanto os níveis de IGF-1 foram diminuídos quando as mulheres 
com DM2 foram estratificadas pelo número de FVs (P < 0,0001). Análise de 
regressão logística múltipla mostrou que os níveis séricos de ESC foram 
positivamente associados com 1 FV [odds ratio (OR) = 1,27, IC 95%: 1,01 – 2,03, P 
= 0,016], 2 FVs (OR = 1,41, IC 95%: 1,03 – 2,36, P = 0,006) e ≥ 3 FVs (OR = 1,54, 
IC95%: 1,12 – 2,44, P = 0,005). Os níveis séricos de IGF-1 foram inversamente 
associados com 1 FV (OR = 0,58, IC 95%: 0,39 - 0,88, P = 0,041), 2 FVs (OR = 0,42, 
IC 95%: 0,21 - 0,90, P = 0,012) e ≥ 3 FVs (OR = 0,19, IC 95%: 0,14 ??0,27, P =  
0,001). Os autores concluíram que o aumento da ESC  e a diminuição de IGF-1 
foram associados com FVs entre mulheres com DM2  na pós-menopausa, sugerindo 
que ESC e/ou IGF-1 podem estar envolvidos no aumento da fragilidade óssea no 
DM2 e podem ser potenciais marcadores de gravidade da fragilidade óssea 
relacionada às FVs nesta população (ARDAWI et al., 2013).  
 
2.8 HISTOMORFOMETRIA ÓSSEA 
A histomorfometria óssea (HO) é uma ferramenta extremamente útil pois 
pode dar informações sobre a remodelação óssea tanto a nível estático como 
dinâmico (EPSTEIN et al., 2016a). Contudo, a relutância do paciente em submeter-
se a este procedimento invasivo e a falta de histomorfometristas especializados 
limitam sua realização na prática clínica. De fato, o padrão-ouro para o estudo do 
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turnover ósseo é a HO quantitativa dinâmica, medida através da marcação prévia do 
tecido ósseo com agentes fluorescentes, como a tetraciclina, em esquema pré- 
determinado (DEMPSTER et al., 2013). A tetraciclina se deposita nos sítios de 
mineralização óssea e isto permite identificar a intensidade da formação e 
mineralização óssea, além do tempo e quantidade formada durante o período da 
marcação, ou seja, uma análise dinâmica do tecido ósseo. 
A HO também possibilita a medida do volume ósseo, espessura das 
trabéculas e número das mesmas, permitindo assim uma avaliação da 
microestrutura óssea e a medida do volume, além das células (osteoblasto e 
osteoclasto) e osteoide, que é o osso não mineralizado (KULAK et al., 2010). 
Os seguintes parâmetros são medidos na HO: a) parâmetros estruturais: 
volume ósseo (BV / TV), espessura trabecular (Tb.Th), número de trabéculas (Tb.N), 
separação entre as trabéculas (Tb.Sp); b) parâmetros estáticos de formação óssea: 
espessura osteoide (O.Th), superfície osteoide (OS / BS); c) parâmetros dinâmicos 
de formação óssea: superfície de mineralização (MS / BS); , taxa de formação óssea 
(BFR), taxa de aposição mineral (MAR). A taxa de formação óssea  dividida pela 
superfície correspondente (bone formation rate/bone surface – BFR) é considerada 
uma das melhores estimativas do turnover ósseo (MOREIRA; DEMPSTER, 2015).  
Poucos estudos e com número reduzido de pacientes avaliaram biopsia 
óssea em pacientes com DM. O estudo inicial, publicado em 1970, realizou  HO em 
pacientes com DM e mostrou reduzida formação óssea no osso cortical de 10 
pacientes (WU et al., 1970). Outro estudo com  HO em  oito indivíduos, seis com 
DM2 e dois com DM1, mostrou que a taxa de formação óssea estava reduzida  em 
aproximadamente 70% devido à redução tanto na superfície de mineralização 
quanto na taxa de aposição mineral (KRAKAUER et al., 1995). Um estudo brasileiro 
realizado em  cadáveres estudou 26 pacientes com DM2, sendo 13 homens e 13 
mulheres, com idade média de 67,4 ± 2,7 anos, com diagnóstico há 12,7 ± 0,6 anos, 
que foram comparados a um grupo controle de 20 indivíduos, sendo nove mulheres 
e 11 homens, com idade média de 54,9 anos ± 4 anos (LEITE DUARTE; DA SILVA, 
1996). Esse estudo demonstrou marcada redução na superfície osteoblástica, no 
volume e espessura trabecular e da espessura cortical, demonstrando uma 
diminuição tanto dos parâmetros estáticos de formação óssea como também de 
microarquitetura. 
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Um estudo de caso-controle envolvendo 18 pacientes com diagnóstico de 
DM1 comparou  os resultados da HO com marcação com tetraciclina e micro-CT ( 
micro-computed tomography) óssea de biópsias ilíacas com 18 indivíduos-controle 
não diabéticos, pareados por idade e sexo (ARMAS et al., 2012). Cinco pacientes 
diabéticos tinham história prévia de fratura de baixo trauma. Não foram observadas 
diferenças significativas nos resultados de pacientes DM1 e controles em relação às 
medidas da HO ou de micro-CT. Entretanto, os diabéticos fraturados apresentaram 
tendências estruturais e dinâmicas diferentes dos diabéticos não fraturados, pelos 
dois métodos de análise. Os autores concluíram que o DM1 propriamente dito não 
resulta em anormalidades nas variáveis histomorfométricas ou de micro-CT ósseas 
na ausência de complicações crônicas da doença. Entretanto, aqueles diabéticos 
que sofreram fraturas podem apresentar defeitos na microarquitetura esquelética 
que podem estar por trás da fragilidade óssea observada nesta doença.  
Através da biopsia óssea da crista ilíaca e uso de um software para HO é 
possível também medir os adipócitos da medula óssea , porém poucos estudos 
realizaram esta avaliação pela HO, nenhum deles em DM (COHEN et al., 2012). 
Esta análise é interessante principalmente em pacientes com DM, visto que as 
células adiposas e osteoblásticas apresentam a mesma origem mesenquimal. 
De uma maneira geral, os achados de HO em DM demonstram que há uma 
tendência a um estado de baixo turnover, caracterizado por uma baixa formação 
óssea.  Não há, até o momento, estudos de HO por biópsia de crista ilíaca, sob 
dupla marcação com tetraciclina, em pacientes portadoras de DM2 na pré-
menopausa, correlacionando os seus parâmetros estáticos e dinâmicos ao grau de 
controle da doença baseado na HbA1c e à presença de complicações crônicas da 
doença.   
 
3 PACIENTES E MÉTODOS  
 
3.1 DESENHO  
Estudo transversal, observacional, analítico. 
 
3.2 PACIENTES 
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A amostra foi por conveniência. Foram convidadas a participar do estudo 
pacientes do sexo feminino em tratamento no Serviço de Endocrinologia e 
Metabologia do Hospital de Clínicas da UFPR (SEMPR) com o diagnóstico médico 
prévio, firmado por um endocrinologista, de Diabetes Mellitus tipo 2 (CID-10: E11.x). 
Todas as pacientes estavam em uso de pelo menos um medicamento 
hipoglicemiante oral e/ou insulina. O protocolo de estudo foi previamente submetido 
e aprovado pelo Comitê de  Ética em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de 
Clínicas da Universidade Federal do Paraná (Parecer Nº 1.646.120, de 24/07/2016). 
Todas as pacientes foram selecionadas e incluídas no estudo entre 30/08/2016 e 
17/10/2017, mês em que se encerrou a coleta de dados, após assinatura do termo 
de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Vinte e oito pacientes assinaram o 
TCLE, duas desistiram de submeter-se à biópsia óssea por motivos pessoais, de 
modo que 26 pacientes completaram o protocolo do estudo. 
Foram considerados os seguintes critérios de inclusão: mulheres com 
diagnóstico de DM2 há pelo menos 1 ano, idade superior a 30 anos e inferior a 50 
anos, estar no menácme, não estar em uso medicamentos que interfiram no 
metabolismo osteomineral como esteroides, anticonvulsivantes, bisfosfonatos, 
análogos do LHRH ( hormônio liberador das gonadotrofinas) e TZDs. A data da 
última menstruação foi aferida e as mulheres histerectomizadas tiveram avaliados 
níveis de FSH e estradiol séricos.  
Foram critérios de exclusão: mulheres na pós-menopausa, pacientes com 
outras causas secundárias de osteoporose ou com  doenças que interferem no 
metabolismo ósseo (hipertireoidismo, doença de Cushing, hipotireoidismo 
descompensado e hiperparatireoidismo) ou que estejam usando qualquer 
medicação que interfira no metabolismo ósseo, além de nefropatia diabética cujo 
clearance de creatinina estimado (CKD-EPI - Chronic Kidney Disease CKD 
Epidemiology Collaboration) fosse inferior a 30 ml / min / 1,72 m2 de área corporal.  
Todas as pacientes foram submetidas a uma consulta inicial onde passaram 
por anamnese completa, responderam a questionários sobre ingesta diária de cálcio 
dietético, sobre hábitos de realização de atividade física programada ( sim ou não), 
história de tabagismo e etilismo prévio ou atual (sim ou não), conforme previamente 
publicado (PEREIRA et al., 2009; RADOMINSKI et al., 2017). Além disso, passaram 
por exame físico completo, avaliação de índices antropométricos, cálculo do índice 
de massa corporal (IMC, índice de Quetelet) e medida da pressão arterial.  
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Ao término da consulta a paciente tinha agendada a data da realização da 
DMO, coincidente com a data da coleta da amostra de sangue; a data da realização 
da biópsia óssea, recebendo a prescrição da tomada da tetraciclina (500 mg de 
12/12 h por 3 dias, seguido de um intervalo de 10 dias, com mais um curso de 500 
mg de 12/12hs por mais 3 dias), com a biópsia sendo programada para ser realizada 
no terceiro  dia após o término do segundo ciclo de 3 dias de tetraciclina. Além 
disso, os exames radiológicos de coluna eram agendados no Hospital de Clínicas da 
UFPR. 
 
3.3 CONTROLES DE EXAMES  
 
Treze mulheres hígidas, de 30 a 50 anos de idade, no menácme, médicas 
ou de outras profissões laborais no Hospital de Clínicas da Universidade Federal do 
Paraná (HC-UFPR), hígidas e não usuárias de quaisquer medicamentos que podem 
interferir no metabolismo ósseo, aceitaram participar do estudo e colheram amostras 
de sangue após uma noite de 12 horas de jejum, cujo sangue foi centrifugado, o 
soro extraído e congelado a – 60ºC até a data da realização dos ensaios para 
dosagem de PEN e IGF-1. Além disso, todas as mulheres do grupo controle-
saudável foram submetidas à medida dos índices antropométricos para cálculo do 
IMC, e submetidas a DMO de coluna lombar, colo de fêmur, fêmur total e 
composição corporal (dados não utilizados no presente estudo). 
 
3.4 CONTROLES DA HISTOMORFOMETRIA  
 
Devido a fatores éticos, a realização de biópsias ósseas em indivíduos 
saudáveis é limitada. Por este motivo, usamos como controles para os parâmetros 
histomorfométricos 15 biópsias ósseas obtidas post-mortem de mulheres saudáveis 
pré-menopausadas brasileiras (13 caucasianas e duas negras), com idade entre 30 
e 50 anos, conforme publicado anteriormente (DOS REIS et al., 2007). Os dados 
foram obtidos diretamente dos autores da Universidade de São Paulo. Para alcançar 
a correspondência etária e racial de casos e controles, excluímos do grupo controle 
(GC) as amostras de mulheres de etnia e grupos etários diferentes daqueles 
incluídos no grupo de estudo principal. Os dados antropométricos dessas pacientes 
não estavam disponíveis.  
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3.5 MÉTODOS ANALÍTICOS 
 
3.5.1 Densitometria óssea 
 
A DMO foi avaliada por absorciometria radiológica de dupla energia (DXA) 
em um dispositivo Lunar Prodigy (GE Medical Systems, Madison, WI, EUA) 
equipado com o programa Encore. Os testes foram realizados no SEMPR por um 
mesmo profissional. As avaliações incluíram as regiões da coluna lombar (LS), colo 
femoral (FN) e fêmur total (TFe), além da composição corporal (dados não utilizados 
no presente estudo). O valor da variação significativa no intervalo de confiança de 
95%, obtido para coluna lombar e fêmur total, foi de 0,036 g / cm2 e 0,22 g / cm2, 
respectivamente. 
 
3.5.2 Métodos analíticos laboratoriais 
 
Após uma noite de 12hs de jejum, foram colhidos pela rotina do Laboratório 
Clínico do HC-UFPR os seguintes exames: hemograma, coagulograma, glicemia de 
jejum, hemoglobina glicada, cálcio sérico total, fosfato inorgânico, PTH intacto, 25-
OH-Vitamina D, creatinina, cálcio urinário de 24hs, fosfatase alcalina e relação 
albumina/creatinina (microalbuminúria isolada). 
Obtivemos os seguintes exames, realizados no Laboratório de Patologia 
Clínica do HC-UFPR: glicemia de jejum (ensaio hexokinase e glicose-6-fosfato 
desidrogenase (G-6-PD), valor de referência [VR] <100 mg / dL), hemoglobina 
glicada (método enzimático – National Glycohemoglonin Standardization Program 
(NGSP) , VR <5,7% [International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) = 68 mmol 
/ mol]), cálcio (Arzenazo III, VR = 8,5-10,2 mg / dL), fosfato inorgânico 
(fosfomolibdato UV, VR = 2,3-4,7 mg / dL), 25-OH-vitamina D 
(imunoquimioluminescência; MAGLUMI®, VRs = deficiente quando <20 ng / mL, 
insuficiente quando <30 ng / mL e normal quando ≥ 30 ng / mL de acordo com a 
classificação da Endocrine Society (HOLICK et al., 2011)), creatinina (picrato cinético 
alcalino, VRs em mulheres = 0,57-1,1 mg / dL), microalbuminúria (ensaio de 
turbidimetria, VRs <30 mg / g de creatinina), PTH intacto (quimiluminescência; 
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Chemiflex, VR = 15-68 pg / mL), FSH (quimiluminescência-CMIA, VR em mulheres 
na pós-menopausa > 30 mIU / mL), estradiol (quimioluminescência - CMIA, VR em 
mulheres na pós-menopausa <10 pg / mL). O cálcio urinário foi medido em urina de 
24 horas (Arzenazo III, VR = 100-250 mg / 24h). Todos os ensaios descritos acima, 
exceto o utilizado para medir a 25-OH-vitamina D, foram realizados utilizando o 
equipamento ARCHITECT (Solução Total da Abbott Diagnostics, Abbott Park, 
Illinois, EUA). 
Medidas séricas de IGF-1 e pentosidina (PEN) foram realizadas em 
duplicata, e o cálculo de seus valores médios foi realizado no Serviço de 
Imunopatologia do HC-UFPR. Utilizamos o kit ELISA ABCA-AB108873 (Abcam, 
Cambridge, MA, EUA) para a dosagem do IGF-1. De acordo com o manual, a 
precisão intra-ensaio é de 4,9% e a precisão inter-ensaio é de 9,9%, o intervalo de 
referência é de 30 a 300 ng / mL e o limite de detecção é de 0,95 ng / mL. Para a 
dosagem de PEN foi utilizado o kit ELISA CUSA-CSBE9415H (CUSABIO 
Technology LLC, Houston, TX, EUA; precisão intra-ensaio < 8%, precisão inter-
ensaio < 10%); a faixa de referência não é fornecida com o kit, a faixa de detecção é 
de 31,25-2000 pmol / mL e o limite de detecção é de 7,81 pmol / mL. 
 
3.5.3 Avaliação das complicações crônicas microvasculares 
 
A presença de CCs foi avaliada a partir de prontuários e exames 
complementares. Um especialista em retina (FPS) classificou os pacientes como 
tendo ou não retinopatia diabética por imagens de retinografias seriadas 
documentadas por fotografia (DRS, Digital Retinopathy System, Centervue Spa, 
Itália). Quando anormal, a retinografia foi complementada por retinografia 
fluorescente (Triton Plus, Topcon, Japão). Os pacientes também foram classificados 
como tendo ou não nefropatia diabética com base na presença de uma relação 
albumina/creatinina urinária > 30 mg/g creatinina em uma amostra de urina aleatória. 
Pacientes com sintomas de infecção do trato urinário foram excluídos. Os pacientes 
foram então alocados para o grupo com CCs com base na presença de retinopatia 
ou nefropatia. No total, 9 pacientes tinham evidências de CCs, dos quais 7 tinham 
retinopatia diabética inicial  e 3 tinham nefropatia incipiente. Um paciente teve 
retinopatia e nefropatia. 
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3.5.4 Exames Radiológicos 
 
Todos os pacientes submeteram-se a exames de RX lateral de coluna 
torácica e coluna lombar, em aparelhos convencionais do Serviço de Radiologia do 
HC-UFPR, e as imagens foram digitalizadas. Foi estabelecida uma distância foco-
filme de 40 polegadas (102 cm) e o feixe de RX centralizado em T8 e L3, 
respectivamente. Todos as imagens foram analisadas pelo mesmo especialista 
(DDSC), radiologista da clínica radiológica Diagnósticos Avançados por Imagem 
(DAPI), de Curitiba, Paraná, e aluno do curso de Mestrado do HC-UFPR. O 
diagnóstico de fratura morfométrica vertebral baseou-se numa diferença de mais de 
20% na relação da  altura vertebral entre  medidas feitas num ponto posterior, médio 
ou anterior da vértebra analisada, de acordo com a técnica previamente descrita 
(GENANT et al., 1993), de T4 a L4. Esse método semiquantitativo usa os recursos 
da forma vertebral e o grau de redução da altura vertebral na dimensão vertical 
anterior, média ou posterior para classificar o corpo vertebral como normal (sim ou 
não). Em resumo, uma redução superior a 20% na altura anterior, média e / ou 
posterior em uma determinada vértebra foi considerada como FV. 
 
3.5.5 Biópsia óssea transilíaca 
 
Uma vez analisados os exames laboratoriais iniciais pré-procedimento de 
biópsia, as pacientes que não apresentaram nenhuma alteração laboratorial foram 
liberadas para biópsia. As pacientes descompensadas (com glicemia de jejum maior 
do que 130 mg/dl e/ou glicemia pós-prandial maior do que 180 mg/dl) tiveram ajuste 
da dose de sua medicação hipoglicemiante. Como já foram devidamente orientadas 
na consulta inicial, este segundo contato para análise dos exames foi usado para 
relembrar e reforçar as regras  quanto ao uso de tetraciclina, seguindo o seguinte 
esquema (3:10:3): tetraciclina 500mg duas vezes ao dia por 3 dias (marcação 1), 
seguido por um período sem tetraciclina de 10 dias e após mais 3 dias de tetraciclina 
na mesma dose inicial (marcação 2), sendo as biópsias realizadas no terceiro dia 
após a última dose de tetraciclina. Durante o período de uso de tetraciclina, contato 
telefônico foi realizado para certificar que as pacientes estavam tomando a 
medicação adequadamente. Todas as biópsias foram realizadas no Centro Cirúrgico 
Ambulatorial do HC-UFPR, em condições estéreis, com as pacientes previamente 
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sedadas com uma injeção IM de 5mg de midazolan administrada 30 minutos antes 
do procedimento. O local anatômico das biópsias foi a crista ilíaca a 2cm posterior e 
inferior da espinha ilíaca ântero-superior. Inicialmente, com a paciente em decúbito 
dorsal, procedia-se a assepsia da região ilíaca com álcool iodado, colocando-se, em 
seguida, sobre a região, um campo cirúrgico fenestrado. Após anestesia local de 
todos os planos, pele, subcutâneo e periósteo externo e interno com lidocaína 2% 
(10 a 20ml), procedia-se incisão de 3 cm na pele, seguido de divulsão dos planos 
subcutâneo e muscular, dirigindo-se ao periósteo, até criar um pertuito entre a pele e 
o periósteo externo. Neste pertuito era introduzida a trefina de Bordier com diâmetro 
interno de 7,5 mm e com seus bordos serrilhados fixando-se ao periósteo externo. 
Em seguida, conectamos a porção distal da trefina a um drill elétrico (Gauthier 
Medical, Rochester, MN, EUA), o qual propiciou o avanço da trefina lentamente 
através do tecido ósseo até atingir o osso cortical interno. Após a transfixação do 
osso ilíaco, a trefina era retirada, o fragmento ósseo desprendido do lúmen da 
trefina, e imediatamente fixado em etanol a 70%. Após extração do fragmento fazia-
se compressão hemostática com gaze durante 10 minutos e, em seguida, sutura da 
pele com fio mononylon 3.0, e curativo compressivo local. As pacientes eram 
orientadas a ficar em decúbito lateral por 2 horas sob observação, e após eram 
liberadas para casa, com a orientação de restrição da atividade física durante as 
próximas 48 horas e uso de analgésicos, se necessário. Todas as pacientes 
retornaram 7 dias após a biópsia para retirada dos pontos e avaliação da cicatriz. 
Todas as biópsias foram realizadas por um nefrologista do HC-UFPR (DCC), coautor 
do presente estudo. Não houve intercorrências durante a realização das biópsias ou 
na evolução após a realização delas até a retirada dos pontos. 
 
3.5.6 Preparação do material da biópsia óssea e avaliação 
 
Os fragmentos permaneceram inicialmente em frascos com etanol a 70% 
por 3 dias (fixação), seguido por 3-5 dias em etanol a 100% (desidratação) e depois 
em tolueno (clareamento) por mais um dia. Em seguida, os fragmentos eram 
embebidos por 3 dias em 3 diferentes soluções contendo metilmetacrilato: solução I 
(25% de dibutilftlato/75% de metilmetacrilato); solução II (25% de dibutilftlato/75% de 
metilmetacrilato + 1g de peróxido de benzoíla [1%]); solução III (25% de 
dibutilftlato/75% de metilmetacrilato + 2g peróxido de benzoíla [2%]). Posteriormente, 
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os fragmentos – ainda dentro dos vidros – eram colocados em uma estufa a 37ºC 
por 24 horas, até a total polimerização do metacrilato. O frasco era então quebrado, 
formando, com o auxílio de uma serra, um bloco retangular, que era lixado na 
sequência. A partir dos blocos, fragmentos com espessura de 7 e 10 μm eram 
obtidos através de um micrótomo com lâminas de tungstênio, específicas para o 
tecido ósseo, posteriormente coradas com azul de toluidina (7 μm). O preparo do 
fragmento para a leitura da HO foi realizado pelo mesmo técnico. Todos os 
procedimentos utilizados são padronizados no laboratório PRO, da Fundação Pró-
Renal, em Curitiba, Paraná (KULAK et al., 2010). 
 
3.5.7 Histomorfometria óssea 
 
Todas as análises de HO foram realizadas pelo mesmo investigador (CAM) 
usando um microscópio (Nikon Labophot II, Tóquio, Japão) equipado com câmera 
de vídeo colorida de alta resolução UV (Olympus DP71, Center Valley, PA, EUA). O 
sistema de análise de imagem utilizado foi o OsteoMeasure (OsteoMetrics, Inc., 
Atlanta, GA, EUA). A análise foi realizada na Fundação Pró-Renal (Curitiba, Paraná, 
Brasil). Foram analisados: a) parâmetros estruturais (volume ósseo [BV/TV], 
espessura trabecular [Tb.Th], número de trabéculas [Tb.N] e separação entre as 
trabéculas [Tb.Sp]); b) parâmetros estáticos de formação óssea (espessura osteoide 
[O.Th] e superfície osteoide [OS/BS]); e parâmetros dinâmicos de formação óssea 
(superfície mineralizadora [MS/BS], taxa de formação óssea [BFR] e taxa de 
aposição mineral [MAR]), que  foram avaliados conforme descrito anteriormente 
(LINDSAY et al., 2006), cujos índices são expressos de acordo com as 
recomendações do Comitê de Nomenclatura da American Society of Bone and 
Mineral Research (ASBMR) (DEMPSTER et al., 2013). 
 
3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
A análise estatística foi realizada com o programa SPSS, versão 23, e o 
programa GraphPad Prism 8 para elaboração dos gráficos. A normalidade das 
variáveis do estudo foi verificada com o teste de Shapiro-Wilk. Todas as variáveis 
contínuas são apresentadas como valores de média ± desvio padrão (DP). A 
igualdade de variância foi avaliada com o teste de Levene. Para comparar os valores 
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médios dos pacientes e controles, usamos o teste t de Student para amostras 
independentes quando a normalidade foi demonstrada, e o teste U de Mann-Whitney 
para distribuições não normais. O teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar as 
variáveis categóricas. Todas as análises utilizaram testes bicaudais com nível 
mínimo de significância de 5%. Os coeficientes de correlação de Pearson e 
Spearman avaliaram associações entre variáveis contínuas com distribuição 
paramétrica e não paramétrica, respectivamente. 
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4  RESULTADOS  
 
4.1 ARTIGOS CIENTÍFICOS 
 
Apresentam-se nas páginas seguintes dois artigos. Um foi  submetido à revista 
Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, de classificação A1 segundo 
avaliação da Plataforma Sucupira, com   título “BONE HISTOMORPHOMETRY IN 
YOUNG PATIENTS WITH TYPE 2 DIABETES IS AFFECTED BY DISEASE 
CONTROL AND CHRONIC COMPLICATIONS”, em 21/05/2019. Este artigo foi 
aceito e já publicado na versão on line da revista no dia 07/10/2019 (ANDRADE et 
al., 2019). O segundo artigo tem a comprovação da submissão à revista 
Osteoporosis International, de classificação B1, com o título “Bone Fragility in 
Premenopausal Patients with Type 2 Diabetes Mellitus And Its Correlation With Bone 
Volume And Osteoblastic Function: A Cross-Sectional Study”, na data de 
09/05/2019, exposta em seguida. O artigos estão formatados segundo os 
parâmetros exigidos pelos periódicos. 
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ABSTRACT 
Context: Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is associated with an increased risk of fractures. No study 
has evaluated the correlation of  bone histomorphometry (BH) parameters with glycemic control and presence of 
chronic complications (CCs) in premenopausal women with T2DM. 
Objectives: To evaluate BH  and correlate them with the degree of glycemic control and presence of 
CCs. 
Design, settings and patients: This was a cross-sectional study conducted at tertiary medical center. 
Twenty-six premenopausal women with T2DM  were divided into groups with  HbA1c < 7% (GC, n = 10)  and  
HbA1c >7% (PC, n = 16), and further subdivided into groups with (n = 9)  and without (n = 17)  CCs. BH 
parameters (bone volume [BV/TV], trabecular thickness [Tb.Th], trabecular number [Tb.N], trabecular 
separation [Tb.Sp], osteoide thickness [O.Th], osteoide surface [OS/BS]),  mineralizing surface [MS/BS] , bone 
formation rate [BFR]) and  mineral apposition rate [MAR]) as well as serum pentosidine (PEN) and IGF-1 were 
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measured. The BH data were compared among the groups and with a BH control group (control group, CG, n = 
15) matched by age, sex and race. 
Results:  BV/TV  was increased in  GC (P < 0.001) and PC (P = 0.05) groups and O.th (P = 0.03) was 
smaller  in the PC group than CG. A comparison of the groups with and without CCs with the CG showed in the 
group  with CCs,  O.Th was smaller (P = 0.01) and BV/TV similar to the CG  (P = 0.11). HbA1c correlated 
negatively with O.Th (P = 0.02)  and OS/BS (P = 0.01). No correlation of BH to PEN and IGF-1. 
Conclusion: BH in premenopausal patients with T2DM is affected by disease control and chronic 
complications. 
KEYWORDS: Type 2 diabetes mellitus, bone disease, bone histomorphometry, vertebral fractures, bone 
quality, pentosidine.  
 
Précis 
Premenopausal women with type 2 diabetes mellitus with inadequate glycemic control and chronic 
complications have lower bone turnover than women with good control and no chronic complications. 
 
1. INTRODUCTION  
Osteoporosis has been recently identified as a chronic complication (CC) of type 2 diabetes mellitus 
(T2DM), with studies showing an increased risk of fractures in patients with this condition (1–4). However, 
patients with T2DM may have similar or greater bone mineral density (BMD) than patients without diabetes (5), 
suggesting that instead of affecting BMD, T2DM may be associated with reduced bone quality.  
The effect of T2DM on bone tissue may occur through different hormonal and biochemical factors, but 
there is no consensus in the literature on this subject.  One establised abnormality in T2DM,  involves low bone 
remodeling, which may lead to increased fragility; this seems to be related to increased serum sclerostin (ESC), 
an inhibitor of the Wnt canonical pathway (6). In addition, in postmenopausal women with T2DM, other studies 
associate increase of ESC along with a reduction of IGF-1 as a risk factor for vertebral fractures (7–9). 
Corroborating these studies, a recent meta-analysis characterized DM a generalized state of low bone turnover 
which also osteoprotegerin, a substance that negatively modulates osteoclastic activity, would be elevated (10). 
Furthermore, the accumulation of AGEs (advanced glycosylation end-products) seems to be related to 
the reduction of bone quality in T2DM. Pentosidine (PEN) is the most studied AGE in DM bone disease, and 
some studies have reported high serum and urinary levels of PEN is associated to an increase risk of vertebral 
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fractures (11–13),  although the literature in this regard is conflicting (14). It is important to emphasize that the 
increase in fracture risk is also due to the fact that patients with diabetes present a higher risk of falls compared 
to non-diabetic patients, due to several inherent factors such as the long-term evolution of the disease, 
hypoglycemia, neuropathy, retinopathy, balance disorders, polypharmacy, and others (4,15,16)  . Also, recently 
bone marrow fat accumulation has been identified as a potential marker or mechanism for diabetes-related 
skeletal fragility (17).  
The technique of bone histomorphometry (BH) analyzes the cortical and trabecular microarchitecture of 
bone biopsy specimens. This technique is considered the gold standard for the study of bone remodeling and is 
widely used in studies on bone metabolism. Few studies to date have evaluated BH in patients with diabetes, and 
most of those that have done so have demonstrated increased bone volume and reduced bone formation 
associated with this disease (18–22). Still, no study has evaluated the correlation of histomorphometric 
parameters with glycemic control and presence of CCs of diabetes. Based on these considerations, the aim of this 
study was to evaluate structural and remodeling BH parameters in premenopausal women with T2DM, 
correlating these parameters with the degree of glycemic control and presence of CCs of diabetes. 
 
2. MATERIAL AND METHODS 
This was a cross-sectional, observational, analytical study. 
A) Patients 
Women diagnosed with T2DM and attending the Endocrinology and Metabology Service of the Federal 
University of Paraná (SEMPR) were invited to participate in the study. All patients used at least one oral 
hypoglycemic drug and/or insulin. The inclusion criteria were a diagnosis of T2DM with duration of at least 1 
year, premenopausal status, and age between 30 and 50 years. The exclusion criteria were secondary causes of 
osteoporosis and presence of diseases or use of medications known to interfere with bone mineral metabolism, in 
addition to chronic kidney disease (CKD) with a calculated creatinine clearance (CKD-EPI) below 30 
mL/min/1.72 m2 of body area. The sample was for convenience and all patients were included in the study 
between 8/30/2016 and 10/17/2017, the month in which data collection was completed.  
The study was approved by the Ethics and Research Committee of the Clinics Hospital (HC-UFPR), 
and all patients signed the informed consent form (ICF). 
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B) Clinical evaluation 
The clinical evaluation included a detailed assessment of lifestyle habits, history of trauma and 
fractures, with questionnaires investigating the daily intake of dietary calcium, habits of programmed physical 
activity, smoking, and drinking, as previously published (23,24). Other assessments included anthropometric and 
blood pressure measurements and calculation of body mass index (BMI, Quetelet index). 
C) Evaluation of chronic complications  
The presence of CCs was evaluated from medical records and complementary tests. A retina specialist 
(FPS) classified the patients as having or not having diabetic retinopathy by serial retinography images 
documented by photography (DRS, Digital Retinopathy System, Centervue Spa, Italy). When abnormal, the 
retinografy were supplemented by fluorescent retinography (Triton Plus, Topcon, Japan). The patients were also 
classified as having or not having diabetic nephropathy based on the presence of a urinary albumin/creatinine 
ratio > 30 mg/g creatinine in a random urine sample. Patients with symptoms of urinary tract infection were 
excluded. The patients were then allocated to the CC group based on the presence of retinopathy or nephropathy. 
In total, 9 patients had evidence of CCs, in which 7 had early diabetic retinopathy and 3 had incipient 
nephropathy. One patient had both retinopathy and nephropathy. 
D) Bone densitometry 
BMD was evaluated by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) in a Lunar Prodigy device (GE 
Medical Systems, Madison, WI, USA) equipped with the Encore program. The tests were performed at the Bone 
Metabolism Unit of SEMPR. The assessments included the regions of the lumbar spine (LS), femoral neck (FN), 
and total femur (TFe), in addition to body composition. All tests were performed by the same technician. The 
value of least significant variance at 95% confidence level, obtained for lumbar spine and total femur, was 0.036 
g/cm2 and 0.22g/cm2, respectively. 
E) Biochemical evaluation 
We obtained the following tests, performed at the Laboratory of Clinical Pathology at HC-UFPR: 
fasting blood glucose(hexokinase and G-6-PD assay, reference value [RV] < 100 mg/dL), glycosylated 
hemoglobin (enzymatic method - NGSP, RV < 5.8% [IFCC = 68 mmol/mol]), calcium (Arzenazo III, RVs = 8.5-
10.2 mg/dL), inorganic phosphate (phosphomolybdate UV, RVs = 2.3-4.7 mg/dL), 25-OH-vitamin D 
(immunochemiluminescence; MAGLUMI®, RVs = deficient when < 20 ng/mL, insufficient when < 30 ng/mL, 
and normal when ≥ 30 ng/mL according to the Endocrine Society classification), creatinine (alkaline kinetic 
picrate, RVs in women = 0.57-1.1 mg/dL), albuminuria (turbidimetry assay, RVs < 30 mg/g of creatinine), intact 
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PTH (chemiluminescence; Chemiflex, RV = 15-68 pg/mL), FSH (chemiluminescence - CMIA, RVs in 
postmenopausal women > 30 mIU/mL), estradiol (chemiluminescence - CMIA, RVs in postmenopausal women 
< 10 pg/mL). Urinary calcium was measured in 24-hour urine (Arzenazo III, RVs = 100-250 mg/24h). All assays 
described above, except for the one used to measure 25-OH-vitamin D, were performed using the equipment 
ARCHITECT (Abbott Diagnostics Total Solution, Abbott Park, Illinois, USA). 
Each patient had two HbA1c measurements and an average of both values was used. The first was in the 
screening period, about 1-3 months before inclusion, in which only HbA1c levels were evaluated. The second 
was measured two weeks before bone biopsy, along with all other biochemical tests. Based on this result, 
patients were divided into two groups: good control  ( GC, <7%) and poor control  ( PC, > 7%). 
 Serum measurements of IGF-1 and pentosidine (PEN) were performed in duplicate, and the calculation 
of their mean values was performed at the Immunopathology Service at HC-UFPR. We used the ELISA kit 
ABCA-AB108873 (Abcam, Cambridge, MA, USA) for IGF-1 measurement. According to the manual, the intra-
assay precision is 4.9% and the interassay precision is 9.9%, the reference range is 30-300 ng/mL, and the 
detection limit is 0.95 ng/mL. To measure pentosidine, we used the ELISA kit CUSA-CSBE9415H (CUSABIO 
Technology LLC, Houston, TX, USA; intra-assay precision < 8%, interassay precision < 10%); the reference 
range is not provided with the kit, the detection range is 31.25-2000 pmol/mL and the detection limit is 7.81 
pmol/mL. 
F) Transiliac bone biopsy 
Prior to undergoing bone biopsy, all patients received tetracycline as follows: oral tetracycline 
hydrochloride 500 mg twice daily for 3 days (Label 1), followed by a 10-day interval without the medication and 
3 additional days of tetracycline hydrochloride 500 mg twice daily (Label 2). After 3 to 5 days from the last day 
of Label 2, transiliac bone biopsy was performed following a standard procedure (25). The biopsies were 
obtained from a standard site, approximately 2 cm posterior and inferior to the right anterior-superior iliac spine 
using a Bordier trephine with a serrated edge and internal diameter of 7.5 mm to obtain sufficient tissue for 
analysis. The bone specimens were fixed and dehydrated using standard procedures at the PRO Laboratory of the 
Pro-Renal Foundation in Curitiba, Brazil (26). 
G) Bone histomorphometry 
All BH analyses were performed by the same investigator (CAM) using a microscope (Nikon Labophot 
II, Tokyo, Japan) equipped with UV, high-resolution digital color video camera (Olympus DP71, Center Valley, 
PA, USA. The image analysis system used was OsteoMeasure (OsteoMetrics, Inc., Atlanta, GA, USA). The 
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analysis was carried out at the Pro-Renal Foundation (Curitiba, Paraná, Brazil). Structural (bone volume 
[BV/TV], trabecular thickness [Tb.Th], trabecular number [Tb.N], and trabecular separation [Tb.Sp]), static 
(osteoid thickness [O.Th] and osteoid surface [OS/BS]), and dynamic parameters (mineralizing surface [MS/BS], 
bone formation rate [BFR], and mineral apposition rate [MAR]) were evaluated as previously described (27). 
The indices are expressed according to the recommendations by the ASBMR Nomenclature Committee (28). 
H) Histomorphometric controls  
We used as control group (CG) for histomorphometric parameters 15 bone biopsies obtained 
postmortem from premenopausal, healthy women (13 Caucasian and two black) aged 30 to 50 years, as 
previously published (29). The data were obtained directly from the authors. To achieve age and race matching 
of cases and controls, we excluded from the CG those samples from women of ethnic and age groups other than 
those included in the main study group. The anthropometric data of these patients were not available. 
I) Statistical analysis 
The statistical analysis was performed with SPSS, version 23, and GraphPad Prism 8. The normality of 
the study variables was verified with the Shapiro-Wilk test. All continuous variables are presented as mean ± 
standard deviation (SD) values. Variance equality was evaluated with Levene’s test. To compare the mean 
values of patients and controls, we used Student's t test for independent samples when normality was 
demonstrated, and Mann-Whitney's u test for non-normal distributions. Fisher's exact test was used to evaluate 
categorical variables. All analyses used two-tailed tests with a minimum significance level of 5%. Pearson’s and 
Spearman’s correlation coefficients evaluated associations between continuous variables with parametric and 
nonparametric distribution, respectively. 
 
3. RESULTS  
 In all, 28 patients signed the ICF and were included in the study protocol. Two patients withdrew 
participation soon after inclusion, resulting in a final cohort of 26 patients who underwent bone biopsy. The 
twenty-six patientes were divided into groups good control, with HbA1c < 7% (GC, n = 10),  and poor control, 
HbA1c >7% (PC, n = 16), and further subdivided into groups with (W/CC, n = 9) and without (Wo/CC, n = 17) 
CCs. The mean age of the overall cohort was 41.6 ± 4.6 years (range 34–49 years) and 3 of the 26 patients were 
black (Table 1). The mean BMI of the participants was 32.4 ± 3.9 kg/m2; 9 (34.6%) patients were overweight, 11 
(42.3%) were class 1 obese, 5 (19.2%) were class 2 obese, and 1 (3%) was class 3 obese (Table 1). Nine patients 
had CCs (34.6%), of whom 7 had early diabetic retinopathy, 3 had incipient diabetic nephropathy and one had 
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both retinopathy and nephropathy. The presence of CCs (in general) and retinopathy (in particular) was 
significantly greater in the poorly controlled (PC) group ( Fischer exact test, P = 0.04). No patient reported a 
history of fragility fracture. Regarding lifestyle habits, 5 patients had a previous or current history of smoking 
and 4 patients had a history of alcoholism, while 7 patients practiced regular physical activity. The mean daily 
intake of dietary calcium was 320 ± 447 mg/24h. The most common comorbidities were hypertension (50%), 
prior history of surgically treated biliary disease (27%), dyslipidemia (26.9%), nephrolithiasis (11.5%), and 
hypothyroidism (7.5%). All patients with hypothyroidism had serum TSH levels within the reference values 
prior to biopsy. Overall, 2 (7.7%) patients used insulin alone, while 11 (42%) used insulin associated with 
hypoglycemic drugs. The association of insulin and hypoglycemic drugs was more frequent in patients with PC 
compared with those with GC ( Fischer exact test, P = 0.014). The oral hypoglycemic drugs used by the 
participants, with or without associated insulin, included sulphonylureas (n = 6, 23%), metformin (n = 23, 88%), 
dipeptidyl peptidase 4 inhibitor (iDPP4; n = 1, 3.8%), and type 2 sodium-glucose cotransporter inhibitors 
(iSGLT2; n = 3, 11.5%).  
Regarding clinical ( age, time of diagnosis of T2DM, , ethnicity) and anthropometric characteristics (BMI), there 
was no significant difference between GC and PC groups ( Mann-Whitney u test and Fischer exact test, Table 1). 
  
TABLE 1 – CLINICAL, ETHNIC AND ANTHROPOMETRIC  CHARACTERISTICS OF THE 
STUDY POPULATION AND COMPARISON BETWEEN THE GROUPS WITH GOOD CONTROL 
(GC, HbA1c <7%) VERSUS POOR CONTROL (PC, HbA1c> 7%)  
  
Total 
(n=26) 
HbA1c <7% 
(n=10) 
HbA1c >7% 
(n=16)  value 
Clinical 
characteristics Age (years) 41.6 ± 4.6 42 ± 4.9 41 ± 4.6 0.77 
 
Disease duration 
(years) 9.5 ± 5.4 10 ± 6.9 9.3 ± 4.5 0.96 
 
Ethnicity 
(black/white) 3 /23 2/8 1/15 0.54 
 BMI (Kg/m2) 32.4 ± 3.9 32.1 ±  3.6 32.5 ± 4.1 0.90 
Abbreviation: BMI – body mass index 
 
On the other hand, regarding biochemical tests (Table 2), there was a significant difference in glycemia and 
HbA1c values, which were increased in the PC group ( Mann-Whitney u test,  both, P <  0.001). The 25-OH-
vitamin D levels were insufficient in the sample as a whole (n=26,  28 ± 13 ng/mL) and in the PC ( 25 ± 7 
ng/mL), but without significant difference between the groups ( Mann-Whitney u test,  P = 0.23). The results of 
BMD (L1-L4, femoral neck and total femur) and all other biochemical tests (calcium, intact PTH, 24-hour 
46 
 
 
urinary calcium and creatinine)  except for PEN (which lacks reference values set by the manufacturer) were 
normal, and the differences between groups were not significant ( Studant t test and Mann-Whitney u test,  
Table2).  
TABLE 2 - BIOCHEMICAL AND BONE DENSITOMETRIC CHARACTERISTICS OF THE STUDY 
POPULATION AND COMPARISON BETWEEN THE GROUPS WITH GOOD CONTROL (GC, 
HbA1c <7%) VERSUS POOR CONTROL (PC, HbA1c> 7%).  
    Total (n=26) HbA1c <7% (n=10) 
HbA1c >7% 
(n=16) P value 
Biochemical tests  FBG (mg/dL) 163.8 ± 74 108 ± 23 198 ± 74 <0.001 
  HbA1c (%) 8.1 ± 2.3 5.9 ± 0.8 9.4 ± 1.8 <0.001 
  Calcium (mg/dL) 9.2 ± 0.4 9.3 ± 0.4 9.2 ± 0.5 0.53 
  Intact PTH(pg/dL) 48.4 ± 19.2 45 ± 19 50 ± 19 0.54 
  25(OH) vitamin D (ng/mL) 28 ± 13.1 32 ± 18 25 ± 7 0.23 
  Urinary calcium (mg/24h) 206.5 ± 58 210 ± 40 204 ± 67 0.85 
  Creatinine (mg/dL) 0.78 ± 0.09 0.82 ± 0.1 0.77 ± 0.8 0.2 
  Pentosidine (pmol/mL) 3275 ± 1737 3335 ± 1693 3238 ± 1818 0.89 
  IGF-1 (ng/mL) 427.5 ± 171 426.1 ± 246.8 428.3 ± 111.8 0.98 
Bone 
mineral density L1-L4 spine (g/cm
2) 1.331 ± 0.152 1.369 ± 0.145 1.307 ± 0.155 0.32 
  Femoral neck (g/cm2) 
1.066 ± 
0.0963 1.074 ± 0.112 1.061 ± 0.088 0.73 
  Total femur (g/cm2) 1.197 ± 0.101 1.212 ± 0.117 1.188 ± 0.093 0.57 
Abbreviation: FBG – fasting blood glucose 
 
When comparing structural, static, and dynamic parameters  of BH data between the groups GC and 
PC, we observed that O.Th (P = 0.02)  and OS/BS (P = 0.05) were significantly decreased in the PC group, and  
no significant difference to BV/TV (P = 0.18), Tb.Th (P = 0.26), Tb.Sp (P = 0.27), Tb.N (P = 0.69), BFR (P = 
0.47), MS/BS (P = 0.13) amd MAR (P = 0.70) (Student t test and Mann-Whitney u test, Table 3). 
 
TABLE 3 - STRUCTURAL, STATIC, AND DYNAMIC HISTOMORPHOMETRIC PARAMETERS OF 
BONE FORMATION IN THE STUDY POPULATION AND COMPARISON BETWEEN THE 
GROUPS WITH GOOD CONTROL (HbA1c < 7%) VERSUS POOR CONTROL (HbA1c > 7%)  
   
Total 
(n=26) 
HbA1c <7% 
(n = 10) 
HbA1c >7% 
(n = 16) 
 
P value 
Histomorphometric 
features BV/TV (%) 27.4 ± 5.15 29.16 ± 4.7 26.3 ± 5.3 0.18 
  Tb.Th (μm) 133.9 ± 22.3 140.3 ± 26.33 130 ± 19.3 0.26 
  Tb.Sp (μm) 360.3 ± 78.5 338.6 ± 42.3 374 ± 93.1 0.27 
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  Tb.N (n/mm) 2.06 ± 0.28 2.106 ± 0.24 2.04 ± 0.32 0.69 
  O.Th (μm) 9.14 ± 5.31 12.04 ± 5.5 7.34 ± 4.5 0.02 
  OS/BS (%) 7.10 ± 8.24 11.94 ± 11.1 4.1 ± 3.76 0.05 
  BFR (μm3/μm2/d) 0.015 ± 0.02 0.019 ± 0.02 0.012 ± 0.02 0.47 
  MS/BS (%) 2.50 ± 3.05 3.53 ± 3.9 1.87 ± 2.3 0.13 
  MAR (μm/day) 0.521 ± 0.22 0.544 ± 0.186 0.508 ± 0.248 0.70 
Abbreviations: BV/TV - bone volume; Tb.Th – trabecular thickness; Tb.Sp - trabecular separation; Tb.N - 
trabecular number; O.Th - osteoid thickness; OS/BS - osteoid surface; BFR - bone formation rate; MS/BS - 
mineralizing surface; MAR - mineral apposition rate. 
 
Table 4 (Student t test and Mann-Whitney u test) shows a comparison of structural and static 
parameters of remodeling in the CG and diabetes groups (GC and PC). In general, BV/TV was higher in the GC  
(P < 0.001) and PC (P = 0.05) compared with the CG, while parameters of bone formation were lower in the PC 
group (P = 0.03) compared with the CG.     
 
TABLE 4 - STRUCTURAL AND STATIC HISTOMORPHOMETRIC PARAMETERS OF BONE 
FORMATION IN THE CONTROL GROUP (CG) COMPARED WITH THE GROUPS WITH GOOD 
CONTROL (HbA1c < 7%) AND POOR CONTROL (HbA1c > 7%) 
   
Control Group 
(n=15) 
HbA1c <7% 
(n=10) 
P 
value 
HbA1c >7% 
(n=16) P value 
 Age (years)  41.1 ± 5.2 42 ± 4.9 0.68 41.4 ± 4.6 0.86 
Histomorphometr
ic features 
BV/TV 
(%) 21.12 ± 8.3 29.16 ± 4.7 <0.001 26.3 ± 5.3 0.05 
  Tb.Th (μm) 122.8 ± 28.0 140.3 ± 26.33 0.13 130 ± 19.3 0.41 
  Tb.Sp (μm) 520.2 ± 210 338.6 ± 42.3 <0.001 374 ± 93.1 0.04 
  Tb.N (n/mm) 1.67 ± 0.49 2.106 ± 0.24 0.02 2.04 ± 0.32 0.03 
  O.Th (μm) 10.84 ± 4.3 12.04 ± 5.5 0.51 7.34 ± 4.5 0.03 
  OS/BS (%) 9.16 ± 11.2 11.94 ± 11.1 0.54 4.1 ± 3.76 0.08 
Abbreviations: BV/TV - bone volume; Tb.Th – trabecular thickness; Tb.Sp - trabecular separation; Tb.N - 
trabecular number; O.Th - osteoid thickness; OS/BS - osteoid surface; BFR - bone formation rate; MS/BS - 
mineralizing surface; MAR - mineral apposition rate. 
 
Clinically, some data from patients in the W/CCs group suggest that they have a more severe disease 
because they have higher levels of HbA1c (Mann-Whitney u test, P = 0.003, Table 5) and because insulin use 
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was significantly higher (Fischer Exact Test, P = 0.01). The mean time duration of disease was increased in the 
W/CCs group, but the difference was not significant (Mann-Whitney u test, P = 0.38, Table 5).Comparing the 
groups with and without CCs, we observed no difference in structural BH parameters (Table 5). On the other 
hand, with the exception of MAR (P = 0,18), all static and dynamic BH parameters – i.e., O.Th (P = 0.03), 
OS/BS (P = 0.01), BFR (P = 0.01), and MS/BS (P = 0.01) – were significantly decreased in the group with CCs 
when compared with the group without CCs ( Student t test and Mann-Whitney u test, Table 5).   
 
TABLE 5 - COMPARISON OF STRUCTURAL, STATIC, AND DYNAMIC HISTOMORPHOMETRIC 
PARAMETERS OF BONE FORMATION BETWEEN THE GROUPS WITH CHRONIC 
COMPLICATIONS (W/CC) AND WITHOUT CHRONIC COMPLICATIONS (Wo/CC) 
   Total (n=26) 
Wo/CC 
(n=17) 
W/CC 
(n=9) P value 
 Age 41.6 ± 4.6 41.5 ± 5.1 41.7 ± 3.9 0.92 
 Disease duration (years) 9.5 ± 5.4 
8.8 ± 5.5 11.1 ± 5.4 
0.38 
Histomorphometric 
features BV/TV (%) 27.4 ± 5.15 
27.9 ± 4.8 26.4 ± 5.8 
0.50 
  Tb.Th (μm) 133.9 ± 22.3 140 ± 22.7 122.7 ± 17.5 0.06 
  Tb.Sp (μm) 360.3 ± 78.5 363.4 ± 7.3 354.6 ± 96.6 0.53 
  Tb.N (n/mm) 2.06 ± 0.28 2.02 ± 0.26 2.14 ± 0.34 0.16 
  O.Th (μm) 9.14 ± 5.31 10.8 ± 5.2 6.04 ± 4.15 0.03 
  OS/BS (%) 7.10 ± 8.24 9.4 ± 9.3 2.8 ± 2.6 0.01 
  BFR (μm3/μm2/d) 0.0149 ± 0.020 0.0205 ± 0.0234 0.0045 ± 0.0045 0.01 
  MS/BS (%) 2.50 ± 3.05 3.41 ± 3.45 0.80 ± 0.49 0.01 
  MAR (μm/day) 0.521 ± 0.22 0.56 ± 0.19 0.44 ± 0.26 0.18 
Abbreviations: BV/TV - bone volume; Tb.Th – trabecular thickness; Tb.Sp - trabecular separation; Tb.N - 
trabecular number; O.Th - osteoid thickness; OS/BS - osteoid surface; BFR - bone 
 formation rate; MS/BS - mineralizing surface; MAR - mineral apposition rate. 
 
Table 6  (Student t test and Mann-Whitney u test) shows a comparison of structural and static BH 
parameters between the CG and the groups with and without CCs. BV/TV was  increased in the group without 
CCs (P = 0.01)  and similar in the group with CCs (P = 0.11) compared with the CG. The remodeling static 
parameter O.Th was decreased in the group with CCs ( P = 0.01) and similar in the group without CCs (P = 
0.98),  compared with the CG. 
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TABLE 6 - STRUCTURAL AND STATIC HISTOMORPHOMETRIC PARAMETERS OF BONE 
FORMATION IN THE CONTROL GROUP (CG) COMPARED WITH THE GROUPS WITH CHRONIC 
COMPLICATIONS (W/CC) AND WITHOUT CHRONIC COMPLICATIONS (Wo/CC) 
  
Control Group 
(n=15) 
Wo/CC 
(n=17) P value 
W/CC 
(n=9) P value 
BH parameters  BV/TV(%) 21.12 ± 8.3 27.9 ± 4.8 0.01 
26.4 ± 5.8 0
0.11 
 Tb.Th(μm) 122.8 ± 28.0 
140 ± 22.7 
0.07 
122.7 ± 17.5 0
0.99 
 Tb.Sp (μm) 520.2 ± 210 
363.4 ± 7.3 
0.03 
354.6 ± 96.6 0
0.04 
 
Tb.N 
(n/mm) 1.67 ± 0.49 
2.02 ± 0.26 
0.02 
2.14 ± 0.34 0
0.02 
 O.Th (μm) 10.84 ± 4.3 
10.8 ± 5.2 
0.98 
6.04 ± 4.15 0
0.01 
 OS/BS (%) 9.16 ± 11.2 
9.4 ± 9.3 
0.95 
2.8 ± 2.6 0
0.11 
Abbreviations: BV/TV - bone volume; Tb.Th – trabecular thickness; Tb.Sp - trabecular separation; Tb.N - trabecular 
number; O.Th - osteoid thickness; OS/BS - osteoid surface. 
 
No correlation was found between vitamin D status (deficient, insufficient or sufficient) and BH 
parameters.There is no significant relationship between the use of metformin and sulfunylureia with the BH  
parameters, according to the Spearman correlation. However, according to Spearman's correlation test, a positive 
correlation was observed between PEN and BMD L1-L4 spine (r = 0.422, P = 0.03), PEN  and Z-score L1-L4 
spine (r = 0.597, P = 0.001) and PEN and Z-score of femoral neck ( r= 0.518, P = 0.007). 
We found a negative Spearman’s correlation between HbA1c values and the static histomorphometric 
parameters of bone formation O.Th (P = 0.02, Figure 1a) and OS/BS (P = 0.01, Figure 1b) and no correlation 
between IGF-1 and any BH parameters.  
 
FIGURE 1 – A NEGATIVE SPEARMAN’S CORRELATION WAS OBSERVED BETWEEN OSTEOID 
THICKNESS (O.Th) AND HbA1c VALUES (FIGURE 1-a)  AND OSTEOID SURFACE (OS/BS) AND 
HbA1c VALUES (FIGURE 1-b) 
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4. DISCUSSION 
The present study is the first histomorphometric analysis of premenopausal women with T2DM 
evaluating the effects of glycemic control on structural parameters and static and dynamic parameters of bone 
remodeling.  
We observed that women with diabetes had increased BV/TV and Tb.N values compared with normal 
women, in addition to decreased Tb.Sp values, suggesting a more robust bone microstructure. This is aligned 
with findings from studies evaluating volumetric BMD by HR-pQCT in this population (30,31). These data are 
also consistent with studies demonstrating that patients with diabetes have increased BMD values compared with 
the normal population, which can be attributed to their increased BMI (32) and hyperinsulinemia (33), usually 
observed early in the disease. Of note, insulin is considered to be a stimulating factor for osteoblastogenesis and 
increased bone formation (34). 
Osteoid thickness (O.Th), a static histomorphometric parameter of osteoblastic activity, was only 
reduced in women with poorly controled diabetes when compared with women in the CG. These findings are 
consistent with the few studies of BH in diabetes, which show this to be a low remodeling disease (19,20,22). 
This status of low bone turnover has also been observed in studies with bone turnover markers (BTMs) (10) and 
may be related to several factors, such as increased AGEs (which can reduce the development, function, and 
adhesion of osteoblasts to the collagen matrix) (35), elevated sclerostin levels (6), and reduced IGF-1 levels (7–
9). In the present study, we observed no significant differences in IGF-1 and PEN levels between the GC and PC 
groups. An interesting finding was that the osteoid component was reduced in the group with worse glycemic 
control, indicating impaired osteoblastic function associated with hyperglycemia, and suggesting that toxicity 
from hyperglycemia affects osteoblastic activity and, consequently, bone quality. The negative correlation 
between HbA1c levels and parameters of osteoid production confirms this finding. Thus, the possibility that poor 
glucose control may rapidly trigger the changes demonstrated here, whereas optimal glucose control mitigates 
these complications, seems to be a plausible speculation, as demonstrated in in vitro studies (36).     
The original animal model of microangiopathy in mice with type 1 diabetes mellitus demonstrates profound 
changes in bone marrow, including basal membrane thickening, capillary rarefaction, and apoptosis, which are 
characteristics similar to other typical diabetic microvascular complications, in addition to depletion of 
hematopoietic components and fatty degeneration (37). Radial and tibial HR-pQCT studies in patients with 
T2DM have shown changes in microstructure and resistance in cortical bone, sparing trabecular bone; they 
appear to be related to the presence of microvascular complications, and not necessarily to T2DM per se (38). 
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Accordingly, when we compared patients with and without CCs in the present study, we observed a significant 
change in several parameters of bone formation, both static and dynamic ones. Regarding the CG, osteoid 
thickness (O.Th) was reduced in the group with CCs. These findings may indicate that diabetic bone disease 
progresses in a continuum that reaches a stage of greater severity with the emergence of microvascular 
complications of diabetes, when it also then impairs dynamic mineralization parameters. The pathophysiology of 
bone abnormalities related to microangiopathy is unknown and may be related to an abnormal blood flow 
leading to ischemia and altered bone remodeling, changes in vascular endothelial growth factor (VEGF) 
signaling, and AGE accumulation, directly affecting bone cells or bone tissue properties due to deposition on 
bone collagen or indirectly causing vascular damage (38,39). Our study was not able to show correlation 
between PEN and BH. It could be explained by small study sample size and the fact that PEN is not the most 
abundant AGE of the skeleton (<1%)(40), even though it is the most studied one. However, according to 
Spearman's correlation test, a positive correlation was observed between PEN and BMD L1-L4 spine, Z-score 
L1-L4 spine,  and Z-score of femoral neck. Increased bone mineralization related to PEN accumulation may be 
associated with a reduction in the elastic modulus of bone and increased bone fragility (41).  
The main weaknesses that could limit the external validity of this study include the design (cross-
sectional study), the small sample size, and the exclusively female population. Additionally, the unavailability of 
anthropometric data in the CG (cadaveric samples) prevented in this group the calculation of the BMI, a 
parameter that may influence structural BH indexes. The main strengths of the study were the selection of a 
series of young, metabolically healthy women not biased by the occurrence of hypoestrogenism, and the fact that 
these women were further divided into two well-defined groups according to glycemic control. 
In conclusion, premenopausal women with T2DM presented increased bone volume compared with women 
without T2DM. Also, patients with PC had reduced static parameters of bone formation compared with patients 
with GC; these parameters showed no correlation with serum PEN or IGF-1 levels, but correlated negatively 
with HbA1c levels. Additionally, the presence of CCs was associated with bone disease of greater severity with a 
reduction in static and dynamic parameters of bone formation and mineralization. All these factors contribute to 
reduced bone quality and may justify an increased risk of fractures in patients with T2DM, bearing in mind that 
BMD measured by DXA may be normal and therefore falsely reflect a good bone quality, adequate bone 
strength and consequently low risk of fractures in this population.  
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The study evaluated bone histomorphometry (BH) in 26 premenopausal women with type 2 diabetes (T2DM) 
with and without vertebral fracture (VF). Premenopausal women with T2DM have a high prevalence of VF 
(11.5%). Bone fragility in DM2 appears to be characterized by a reduction in the structural parameters of BH 
and osteoblastic activity.  
 
ABSTRACT  
Introduction: Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is associated with an increased risk of fractures. Little is known 
about changes in bone histomorphometry (BH) in premenopausal women with T2DM. The aim of the present 
study is to evaluate BH in premenopausal women with T2DM, correlating it with the presence of vertebral 
fracture (VF), serum pentosidine (PEN), IGF-1 levels and bone mineral densitometry (BMD).  
Methods: This is a cross-sectional study where twenty-six premenopausal women who underwent to bone 
biopsy were divided into two groups, with and without VF. They were compared with two different controls 
groups: one historic control  (CG, n=15) for BH parameters and  other comprised by young healthy women (HC, 
n=13), for BMD, PEN and IGF1.  
Results: Prevalence of VF was 11.5% of the women with T2DM (3/26). Comparison between the groups with 
and without VF showed that thickness (O.Th) and osteoid surface (OS/BS) were lower in the VF group. 
Comparison between the groups with and without VF with CG showed static parameters of bone formation 
(O.Th, OS/BS) were lower in the VF group and the structural parameters (bone volume, BV/TV; trabecular 
number, Tb.N) were higher only in the without VF group. In the comparison with HC, PEN and BMD were 
higher in women with T2DM.  
Conclusion: Premenopausal patients with T2DM present a high prevalence of morphometric spine fractures. 
Bone disease in T2DM appears to be a continuum in which the most severe endpoint is characterized by a 
reduction in the structural parameters in addition to a probable decrease of osteoblastic function. High BMD 
underestimates the risk of fractures in this population.  
KEYWORDS: Type 2 diabetes mellitus bone disease, bone histomorfometry, vertebral fractures, bone quality, 
pentosidine.   
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1. INTRODUCTION 
Osteoporosis has been reported as a chronic complication of diabetes mellitus (1–4). However, in type 2 
diabetes mellitus (T2DM) specifically, bone mineral density (BMD) is increased when compared to nondiabetics 
(5), suggesting a reduction in bone quality in these patients. The evaluation of the trabecular bone score (TBS) in 
T2DM corroborates this concept, since it appears to be reduced (6), despite a higher BMD, and the TBS 
predicted fracture risk better than BMD in one study (7). It is important to emphasize that the increase in fracture 
risk is also due to the fact that patients with diabetes present a higher risk of falls compared to non-diabetic 
patients, due to several inherent factors such as the long-term evolution of the disease, hypoglycemia, 
neuropathy, retinopathy, balance disorders, polypharmacy, and others (1,8,9). 
The biological mechanisms through which T2DM acts on the bone may be related to various hormonal 
and biochemical factors, such as accumulation of the advanced glycosylation end products (AGEs) (10), 
including pentosidine (PEN); low bone turnover that is occasionally related to sclerostin (ESC) elevation 
(11,12); and the reduction of insulin-like growth factor 1 (IGF-1) serum levels. The reduction in IGF-1 levels has 
been shown to be related to the presence and severity of vertebral fractures (VF) in women with T2DM who are 
postmenopausal (13–15). 
Bone histomorphometry (BH) is the gold-standard technique for the analysis of cortical and trabecular 
bone remodeling(16) and the few studies performed in patients with DM show a reduction in bone formation 
(17–19). Two studies evaluated BH in a subgroup of type 1 diabetics (T1DM) with a previous history of low 
trauma fracture (20,21), one of the studies correlated it with a higher degree of bone mineralization and higher 
levels of PEN in the trabecular bone (21). There have been no similar published studies in T2DM. 
Thus, studies with bone biopsies in patients with T2DM are scarce and the correlation with the presence 
of VF has not been evaluated. The aim of the present study is to evaluate bone histomorphometry parameters in 
patients with premenopausal T2DM correlating them with the presence or absence of VF, PEN, IGF-1 and BMD 
levels. 
2. MATERIALS AND METHODS 
This study is a cross-sectional, observational, analytical study. Twenty-six patients were divided into 2 
groups, according to the presence (with VF) or absence (without VF) of VF, and compared with each other, with 
the control group (CG) of the BH, and with the control group of healthy women (HC). 
A) Patients 
Women with T2DM diagnosed at the Endocrinology and Metabology Service of the Federal University 
of Paraná (SEMPR) were invited to participate in the study. All patients had been using at least one oral 
58 
 
 
hypoglycemic drug and/or insulin. The inclusion criteria included: diagnosis of T2DM for at least 1 year, age 
greater than 30 years and less than 50 years, and are premenopausal. Exclusion criteria included secondary 
causes of osteoporosis, diseases and medications known to interfere with osteomineral metabolism, as well as 
chronic kidney disease (CKD) with calculated creatinine clearance (based on the equation of the CKD 
Epidemiology Collaboration [CKD-EPI]) of less than 30 ml/min/1.72 m2 body area. The sample was for 
convenience and all patients were included in the study between 8/30/2016 and 10/17/2017, the month in which 
data collection was completed. The study was approved by the Ethics and Research Committee of the Clinics 
Hospital (HC-UFPR), and all patients signed the informed consent form (ICF).  
  B) Clinical evaluation 
The clinical evaluation included a detailed assessment of lifestyle habits, history of trauma and 
fractures, questionnaires investigating the daily intake of dietary calcium, habits of programmed physical 
activity, smoking, and drinking, as well as anthropometric, body mass index (BMI/Quetelet index), and blood 
pressure measurements were performed. 
C) Evaluation of chronic complications (CC) 
 The presence of CC was evaluated through medical records and complementary tests. Patients were 
classified as having diabetic retinopathy (yes / no), by retinal specialist (SPF), by serial retinographies 
documented in photography (DRS - Digital Retinopathy System - Centervue Spa - Italy). When altered, the 
retinografies were supplemented by fluorescent retinographs (Triton Plus – Topcon - Japan). Regarding diabetic 
nephropathy, patients were classified as having diabetic nephropathy (yes / no) based on the presence of a 
urinary albumin / creatinine ratio > 30 mg / g creatinine in a random sample of urine, excluding patients with 
symptoms of urinary tract infection. Patients were classified in the CC group based on the presence of 
retinopathy or nephropathy. In total, 9 patients had evidence of CC, with initial diabetic retinopathy in 7 and 
incipient nephropathy in 3. One had retinopathy and nephropathy. 
D) Bone densitometry 
BMD was evaluated by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) measurement in Lunar Prodigy (GE 
Healthcare, Chicago, IL, USA) equipped with the enCORE software program at the Bone Metabolism Unit of 
the SEMPR. The regions evaluated were lumbar spine (LS), femoral neck (FN), and total femur (TFe), in 
addition to body composition. All tests were performed by the same technician. The value of least significant 
variance at 95% confidence level, obtained for lumbar spine and total femur, was 0.036 g/cm2 and 0.22g/cm2, 
respectively. 
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E) Biochemical evaluation 
The following tests were performed by the Clinical Pathology Laboratory of the Clinics Hospital of 
UFPR: fasting glycemia [Hexoquinase/D-glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-PD), reference value (VR) 
<100 mg/dl]; glycated hemoglobin [Enzymatic–National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP), 
VR < 5.8% (International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) = 68 mmol/mol)]; total seric calcium 
[Arsenazo III, VR = 8.5–10.2 mg/dl]; seric inorganic phosphate [(Phosphomolybdate ultraviolet (UV), VR = 2.3-
4.7 mg/dl)]; 25-OH-vitamin D (immuno-lymphoma-MAGLUMI®, VR = deficiency when < 20 ng/ml, 
insufficiency when < 30 ng/ml, and normal when ≥ 30 ng/ml, according to the Endocrine Society classification); 
albuminuria [turbidimetry assay, VR < 30 mg/g creatinine]; intact parathyroid hormone (PTH) 
[Chemiluminescence - Chemiflex, VR = 15 to 68 pg/ml] ]; follicle? stimulating hormone (FSH) [Center for 
Microscopy and Molecular Imaging (CMMI), post-menopausal VR-women > 30 mIU/ml)]; Estradiol [CMII, 
CMV, postmenopausal women < 10 pg/mL)]. Urine calcium was measured in 24-hour urine [Arsenazo III, VR = 
100–250 mg/24 h]. All of the above measurements except 25-OH-vitamin D measurement were performed on 
the ARCHITECT Analyzer System (Abbott Laboratories, Lake Bluff, IL, USA). 
Serum levels of IGF-1 and pentosidine were performed in duplicate and averaged between values, at the 
Department of Immunopathology, Clinics Hospital of  UFPR and were used for the IGF-1 enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) kit (ABCA-AB108873; Abcam Plc, Cambridge, UK). According to the manual 
for the ELISA kit, the intra-assay accuracy is 4.9% and the inter-assay is 9.9%. The reference range is 30–300 
ng/ml, and the detection limit is 0.95 ng/ml. For pentosidine, an ELISA kit (CUSA-CSBE9415H; Cusabio 
Technology LLC, Houston, TX, USA) with an intra-assay precision of < 8% and an inter-assay of < 10% was 
used. There is no reference range in the kit, but the detection range is 31.25–2000 pmol/ml. The limit of 
detection is 7.81 pmol/ml. 
F) Transiliac bone biopsy 
Prior to the bone biopsy, patients received tetracycline as follows: oral tetracycline hydrochloride 500 
mg twice daily for 3 days (label 1), followed by a 10-day drug-free interval and a further 3 days of tetracycline 
hydrochloride 500 mg two times per day (label 2). Three to five days after the last day of label 2 application of 
the tetracycline hydrochloride, a transiliac bone biopsy of the iliac crest was performed using standard 
procedures (22)]. The biopsy was performed at the standard site, approximately 2 cm posterior and inferior to the 
right anterior superior iliac spine, using a Bordier trephine with a serrated border and internal diameter of 7.5 
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mm to obtain sufficient tissue for analysis. The bone specimens were fixed and dehydrated using standard 
procedures in the PRO Laboratory of the Pro-Renal Foundation of Curitiba, Brazil (22).  
G) Bone histomorphometry 
 The histomorphometry of the patients was performed by the same investigator (CAM) using a microscope 
(Nikon Labophot II; Nikon Corp., Tokyo, Japan) with UV capacity, high resolution color digital video camera 
(Olympus DP71; Olympus Corp., Tokyo, Japan), DrawingBoard VI (GTCO CalComp, Turning Technologies, 
Inc., Scottsdale, AZ, USA). The image analysis system used was OsteoMeasure (OsteoMetrics, Inc., Decatur, 
GA, USA). The analysis was carried out at Pro-Renal Foundation, Curitiba, Paraná, Brazil. Structural 
parameters, such as bone volume (BV/TV), trabecular thickness (Tb.Th), number of trabeculae (Tb.N) and  
space between trabeculae (Tb.Sp) were measured, as well as static remodeling parameters, such as osteoid 
thickness (O.Th) and osteoid surface (OS/BS), and the dynamics remodeling parameters, such as mineralization 
surface ( MS/BS), bone formation rate (BFR) and mineral apposition rate (MAR), evaluated as previously 
described (23).The indices are expressed in accordance with the recommendations of the ASBMR (American 
Society for Bone and Mineral Research) Nomenclature Committee (24).  
H) Histomorphometric Controls (CG) 
We used as a control group (CG) for BH a historical control group consisting of 15 postmortem bone 
biopsies from healthy premenopausal women (13 Caucasian and two black) aged 30 to 50 years, as previously 
reported (25) [24]. This study followed the standard procedures for performing BH and only evaluated structural 
and static parameters of bone formation. The data were obtained directly from the authors. To achieve age and 
race matching of cases and controls, we excluded from the CG those samples from women of ethnic and age 
groups other than those included in the main study group. The anthropometric data of these patients were not 
available. 
I) Healthy Controls (HC) 
 Another group of  13 healthy women, 11 Caucasian and 2 black, between 30 and 50 years of age, all 
premenopausal, and none of whom use drugs that interfere with bone metabolism formed the healthy control 
(HC) group. They were invited and accepted to participate in the study as HC for PEN, IGF-1, BMD, 
anthropometric indices, and BMI, but not to the lateral spine x-ray. The sample was for convenience and all 
women were included in the study between 8/30/2016 and 10/17/2017.  
J) Radiological examinations 
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Patients performed lateral X-ray of the thoracic and lumbar spine, with the focus-film on a distance of 
40 inches (102 cm) and the beam of x-ray  centered at T8 and L3, respectively. Images were digitalized and 
analyzed by the same specialist (DDSC), a radiologist, according to the previously described technique (26). 
This semiquantitative method uses the features of the vertebral form and the degree of vertebral height reduction 
in the anterior, middle, or posterior vertical dimension to classify the vertebral body as normal ( yes or no). In 
resume, reduction greater than 20% in anterior, middle and/or posterior height in a given vertebra was 
considered a VF.  
K) Statistical analysis 
Statistical analysis  and graphics were performed using SPSS 23 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) and 
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) software, respectively. All continuous variables 
are presented as mean ± standard deviation (SD). Fisher's exact test was used to evaluate the categorical 
variables. The normality of the studied variables was measured by the Shapiro-Wilk test. Student's t-test for 
independent samples was used to compare the means of patients and controls when the normality of the samples 
was demonstrated, and the Mann-Whitney U test was used when the samples were asymmetric. Spearman’s 
correlation coefficients were calculated to evaluate the association between continuous variables. All analyzes 
used the minimum significance level of  p < 0.05. 
3. RESULTS 
Twenty-eight patients signed the informed consent form and were included in the study protocol, but 
two patients withdrew from the study, therefore the bone biopsy was performed on only the remaining 26. The 
mean age of the total group was 41.6 ± 4.6 years ( Table 1), 3 of 26 patients were black, the mean BMI was 32.4 
± 3.9 kg/m2, 9 patients were overweight (34.6%), 11 patients were classified as obesity grade I (42.3%), 5 
patients obesity grade II (19.2%) and 1 patient had obesity grade III (3%). Regarding lifestyle habits, 5 patients 
had a prior or current history of smoking and 4 of alcoholism, 7 patients had scheduled physical activity and the 
daily calcium intake in the diet was 320 ± 447 mg/24 h, with no difference between groups ( Mann-Whitney U 
teste, P = 0,13). The most common comorbidities were hypertension (50%), previous history of surgically 
treated cholecystitis (27%), dyslipidemia (26.9%), nephrolithiasis (11.5%), and hypothyroidism (7.5%). All 
patients with hypothyroidism had their TSH measured within normal range before performing a bone biopsy.  2 
with insulin (7.7%), 6 with sulfonylureas (23%), 23 with metformin (88%), 1 with iDPP4 (3.8%) and 3 with 
iSGLT2 (11.5%), associated or not with insulin. 
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Regarding the clinical characteristics of the groups with and without VF, there was no difference 
between the groups (age, time since diagnosis, ethnicity and BMI), although the mean time since diagnosis was 
longer in the VF group (Table 1 Mann-Whitneyt and Fisher's exact test). 
 
TABLE 1 – CLINICAL AND  ETHNIC CHARACTERISTICS IN THE STUDY POPULATION AND 
COMPARISON BETWEEN WITH AND WITHOUT FV GROUPS. 
  
Total 
(n=26) 
Wo/ FV 
(n=23) 
W/ FV 
(n=3) 
P value 
Clinical Aspects Age (years) 41.6 ± 4.6 41.5 ± 4.8 43 ± 4.4 0.60 
 
Diagnostic Time 
(years) 
9.5 ± 5.4 9.00 ± 5.6 13.7 ± 1.1 0.11 
 
Ethnicity (Black / 
Caucasian) 
3/26 3/23 0/3 1.0 
BMI (kg/m2) 32.4 ± 3.9 32.3 ± 4 32,7 ± 3.9 0.87 
BMI, body mass index; 
 
Regarding biochemical tests and BMD (Table 2), there was no significant difference in any of them 
between the groups with and without VF. Fasting blood glucose and HbA1c levels were higher in the VF group, 
but without showing statistical significance (Mann-Whitney U test, P = 0.12 and 0.17, respectively). The 25-OH-
vitamin D level was insufficient in both groups and in the sample as a whole, but without significant difference 
between them (Table 2, Mann-Whitney U test, P = 0.92). No patient reported falls or previous history of fragility 
fracture. The prevalence of VF in the total group was 11.5% (3/26), showing differences between groups (Table 
2, Fisher's exact test, P < 0.001): one patient presented with a single VF (T7), one with two VFs (T6 and T8) and 
one with 3 VFs (T6, T7 and T8). Nine patients had chronic complications (34.6%), initial diabetic retinopathy in 
7, incipient diabetic nephropathy in 3 patients, and one of them had both conditions. The prevalence of 
microvascular complications was higher in the VF group (Fisher's exact test, P = 0.03). Regarding the 
hypoglycemic drugs used, 11 patients (42%) were using insulin associated with an oral drug, but neither this nor 
any other therapeutic combination showed any difference in the comparison between the groups without VF and 
with VF (Fisher's exact test, P = 0.11). Two patients were using insulin only (7.7%), 6 with sulfonylureas (23%), 
23 with metformin (88%), 1 with iDPP4 (3.8%) and 3 with iSGLT2 (11.5%), associated or not with insulin. 
 
TABLE 2 - BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS, BONE DENSITOMETRY AND PRESENCE OF 
VERTEBRAL FRACTURE (FV) IN THE STUDY POPULATION AND COMPARISON BETWEEN WITH 
FV AND WITHOUT FV GROUPS. 
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Total 
(n=26) 
Wo/ FV 
(n=23) 
W/ FV 
(n=3) 
P value 
Biochemical 
tests 
Fasting Blood 
Glucose (mg/dl) 
163.8 ± 74 155 ± 72 233 ± 68 0.12 
HbA1c (%) 8.1 ± 2.3 7.9 ± 2.2 9.8 ± 2.3 0.17 
PTH intac (pg/ml) 48.4 ± 19.2 50 ± 19 36 ± 14 0.21 
 
25-OH-Vit. D 
(ng/ml) 
28 ± 13.1 28.3 ± 13.7 25 ± 0.7 0.92 
 
Pentosidine 
(pmol/ml) 
3275 ± 1737 3152.6 ± 1636 4219.6 ± 2604 0.24 
IGF-1 (ng/ml) 427.5 ± 171 436.1 ± 179.1 361.5 ± 87.6 0.66 
BMD 
column L1–L4 
(g/cm2) 
1.331 ± 0.152 1.323 ± 0.155 1.397 ± 0.127 0.35 
 
Femoral neck 
(g/cm2) 
1.066 ± 0.096 1.065 ± 0.102 1.078 ± 0.044 0.77 
Total Hip (g/cm2) 1.197 ± 0.101 1.193 ± 0.101 1.235 ± 0.120 0.65 
Lateral X-ray 
Column 
 Vertebral 
fractures (n/%) 
3/11.5% 3/100% 0 < 0.001 
VF, vertebral fracture; BMD, bone mineral densitometry; 
 
When comparing the static and dynamic BH data between the groups without VF and with VF, a 
significant difference was observed for O.Th (osteoid thickness) and OS/BS (osteoid surface), which were 
reduced in the VF group (Table 3 , Mann-Whitney U test, both P = 0.04). All other structural and dynamic 
parameters of BH showed no significant difference between the groups. 
 
TABLE 3 - STRUCTURAL, STATIC AND DYNAMIC PARAMETERS OF THE BONE 
HISTOMORPHOMETRY (BH) OF THE STUDY POPULATION AND COMPARISON BETWEEN THE 
WITH VF AND WITHOUT VF GROUPS. 
  
Total 
(n=26) 
Wo/ VF 
(n=23) 
Wo/ VF 
(n=3) P value 
BH parameters BV/TV (%) 27.4 ± 5.15 27.6 ± 5.2 25.6 ± 5.5 0.63 
  Tb.Th (μm) 133.9 ± 22.3 135.5 ± 22.3 122.3 ± 22.7 0.28 
  Tb.Sp (μm) 360.3 ± 78.5 360.6 ± 81.8 358.6 ± 59.5 0.60 
  Tb.N (n/mm) 2.06 ± 0.28 2.1 ± 0.3 2.1 ± 0.2 1.0 
  O. Th (μm) 9.14 ± 5.31 9.6 ± 5.5 5.6 ± 0.5 0.04 
  OS/BS (%) 7.10 ± 8.24 7.9 ± 8.5 1.3 ± 0.3 0.04 
  BFR (μm3/μm2/d) 0.0149 ± 0.020 0.0167 ± 0.021 0.0017 ± 0.001 0.11 
  MS/BS (%) 2.50 ± 3.05 2.77 ± 3.1 0.47 ± 0.1 0.11 
  MAR (μm/day) 0.521 ± 0.22 0.549 ± 0.206 0.310 ± 0.285 0.09 
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BH, bone histomorphometry; VF, vertebral fracture; BV / TV, bone volume; Tb.Th, trabecular thickness; Tb.Sp, trabecular 
separation; Tb.N, number of trabeculae; O.Th, osteoid thickness; OS/BS, osteoid surface; BFR, bone formation rate; MS/BS, mineralization 
surface; MAR, mineral apposition rate. 
 
Comparison of the structural data of BH between the control group (CG) and the group with VF (Table 
4, Mann-Whitney U test) showed no significant difference, namely: BV/TV (bone volume, P = 0.44). ), Tb.Sp 
(space between trabeculae, P = 0.14) and Tb.N (number of trabeculae, P = 0.12). When comparing the structural 
parameters between the CG and the group without VF, bone volume and number of trabeculae were increased in 
the group without VF (P = 0.021 and 0.008, respectively), whereas Tb.Sp was reduced in this group (P = 0.016). 
Comparison of CG with the groups with and without VF showed a significant difference for static bone 
formation parameters, in which O.Th (osteoid thickness, P = 0.038) and OS/BS (osteoid surface, P = 0.033) were 
reduced only in the group with VF (Table 4). 
 
TABLE 4 - STRUCTURAL AND STATIC PARAMETERS OF THE BONE HISTOMORPHOMETRY (BH) 
OF THE CONTROL GROUP (GC) COMPARED TO WITHOUT VF AND WITH VF GROUPS. 
  
CG 
(n=13) 
Wo/ FV 
(n=23) P value 
W/ FV 
(n=3) P value 
 Age (years) 41.1 ± 5.2 41.5 ± 4.9 0.81 43 ± 4.4 0.63 
BH parameters BV/TV (%) 21.12 ± 8.3 27.6 ± 5.2 0.021 25.7 ± 5.5 0.44 
Tb.Th (μm) 122.8 ± 28.0 135.5 ± 22.3 0.15 122.3 ± 22.7 0.86 
Tb.Sp (μm) 520.2 ± 210 360.6 ± 81.8 0.016 358.7 ± 59.5 0.14 
Tb.N (n/mm) 1.7 ± 0.5 2.1 ± 0,3 0.008 2.1 ± 0.3 0.12 
O.Th (μm) 10.8 ± 4.3 9.6 ± 5.5 0.72 5.6 ± 0.5 0.038 
OS/BS (%) 9.2 ± 11.2 7.9 ± 8.5 0.65 1.3 ± 0.3 0.033 
BH, bone histomorphometry; VF, vertebral fracture; BV/TV, bone volume; Tb.Th, trabecular thickness; Tb.Sp, trabecular separation; Tb.N, 
number of trabeculae; O.Th, osteoid thickness; OS/BS, osteoid surface; BFR, bone formation rate; MS/BS, mineralization surace; MAR, 
mineral apposition rate. 
 
When comparing the anthropometric data, BMD, PEN and IGF-1 between the groups with and without VF with 
the healthy control group (HC), a difference was observed for BMI, BMD (femoral neck and total femur) and 
PEN, which were reduced in the HC group (Mann-Whitney u test, Table 5). 
 
TABLE 5 - ANTHROPOMETRIC DATA, BMI, BMD, PENTOSIDINE AND IGF-1 OF THE 
HEALTHY CONTROL (HC) GROUP AND COMPARISON BETWEEN WITH VF AND WITHOUT VF 
GROUPS 
  
HC 
(n=13) 
Wo/ VF  
(n=23) P value 
W/ FV 
(n=3) P value 
 Age (years) 42.5 ± 5.2 41.5 ± 4.8 0.48 43 ± 4.3 0.84 
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 BMI (kg/m2) 25.1 ± 4.6 32.3 ± 4.0 < 0.001 32.7 ± 3.9 0.03 
BMD 
Column L1–L4 
(g/cm2) 
1.261 ± 0.120 1.323 ± 0.160 
0.18 
1.396 ± 0.127 
0.16 
 
Femoral neck 
(g/cm2) 
0.965 ± 1.140 1.065 ± 0.100 
0.02 
1.078 ± 0.043 
0.07 
 Total femur (g/cm2) 1.013 ± 0.120 1.193 ± 0.100 < 0.001 1.235 ± 0.120 0.04 
 PEN (pmol/ml) 1230.8 ± 834.0 3152.6 ± 1636 < 0.001 4219.7 ± 2604 0.04 
 IGF-1(ng/ml) 426.0 ± 131.7 436.1 ± 179.1 0.78 361.5 ± 87.7 0.55 
BMI, body mass index; BMD, bone mineral densitometry; IGF-1, insulin-like growth factor 1; PEN, pentosidine 
 
There was a negative Spearman  correlation (Figure 1) between O.Th and PEN (A), OS / BS and PEN 
(B), MS / BS and PEN (C), BFR and PEN (D) and MAR and PEN without,  however, achieving statistical 
significance for any of them. 
 
FIGURE 1 - SPEARMAN CORRELATIONS BETWEEN PENTOSIDINE AND BH'S STATIC AND 
DYNAMIC BONE FORMATION PARAMETERS: osteoid thickness (O.TH) [A], osteoid surface (OS / BS) 
[B], mineralization surface (MS / BS) [C], bone formation rate (BFR) [D], and  mineral apposition rate (MAR) 
[E]. 
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4. DISCUSSION  
 
The present study is the first study in women with T2DM who are premenopausal, young (age = 41.6 ± 
4.6 years), and healthy in terms of bone metabolism, which evaluated histomorphometric parameters in the 
presence of VF and identified signs of lower osteoblastic function and reduction of structural parameters in 
patients with bone fragility. In addition, a higher concentration of serum PEN may play a role.  
Although incipient, the VF group had a higher prevalence of microvascular complications. The presence of 
chronic complications seems to be related to the increased risk of bone fractures (27–29), often associated with 
comorbidities and polypharmacy that can lead to higher risk of falls and fractures observed in this population 
(30).  
Although the study involved a young population, a high prevalence of morphometric fractures was seen 
in the studied sample (11.5%). This is in agreement with studies that used the same methodology described 
previously (26), where it ranged from 24.5% (13), to 27.9% (31) to 43.3% (32) but with the caveat that most of 
them involved postmenopausal women. The lower prevalence of VF observed suggests that patients with 
diabetes have a high premenopausal VF prevalence, possibly with an increase in prevalence with 
postmenopausal evolution. Alternatively, a recently published meta-analysis that assessed the risk of fractures in 
DM patients found no significant association between DM and VF (33). However, in at least two of the cohorts 
involved in this meta-analysis (28,34) the evaluation of VF did not take into account the degree of vertebral 
deformity, that is, it did not follow the same methodology used here. Thus, it is possible that the prevalence of 
VF in patients with T2DM observed in these and other studies is underestimated.  
When the structural, static, and dynamic parameters of bone formation between the groups with and 
without VF were compared, greater osteoid thickness (O.Th) and osteoid surface (MS/BS) were observed in the 
group without VF, which suggests that the osteoblastic activity was reduced in the VF group, regardless of the 
glycemic control, since the level of HbA1c showed no difference between them. This is in agreement with 
previous studies on BH in DM that describe a disease of low remodeling (17,18,35). The reduction of 
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osteoblastic activity in patients with VF may be associated with the higher prevalence of chronic complications 
observed in this group. A high resolution peripheral quantitative computed tomography (HR-pQTC) study in 
patients with T2DM showed that microstructural and bone resistance changes observed are related to the 
presence of microvascular complications (36), and not necessarily to T2DM itself (37).  
When comparing the structural and static bone formation data of the BH of the CG with the groups with 
and without VF, it was observed that only the group with VF presented with a reduction of the bone formation 
parameters (O.Th and OS/BS). Interestingly, compared to the CG, the above group did not show the expected 
superiority of the structural parameters of BH (BV/TV, Tb.Th and Tb.N) as was expected and was seen in the 
non-VF group (9,21,38,39), which is the same as that reported in the literature. This suggests that diabetic bone 
disease presents itself in a continuum in which its most severe endpoint, related to fragility fractures, is 
associated with the loss of the typical structural parameters of robustness, but still shows an elevated BMD 
compared to healthy women, causing an underestimation of the risk of fracture in this population (4,5,9).  
A number of studies have characterized T2DM as a state of low bone turnover (12), which may be 
related to several factors, such as increased AGEs, elevated ESC (11) and reduction of the IGF-1 levels (13–15). 
Our study was not able to show correlation between PEN and BH. It could be explained by small study sample 
size and the fact that PEN is not the most abundant AGE of the skeleton (<1%) (40), even though it is the most 
studied one. Furthermore, in the present study no significant difference was observed in IGF-1 and PEN levels 
between the groups with and without VFs, but serum PEN levels were significantly elevated in both groups 
compared to healthy women, suggesting an accumulation of this substance in diabetic women, as demonstrated 
by several studies (9,41).The PEN accumulation can reduces osteoblastic activity, as previously demonstrated 
(42). In fact, AGEs may reduce the development, function, and adhesion of osteoblasts to matrix collagen (43), 
reducing bone formation. The accumulation of PEN may be related to a high bone mineralization, which can 
lead to a reduction of the elasticity modulus, to a less flexible bone, with a tendency to low energy fractures, as 
demonstrated recently (21,44). All of these elements added together can contribute to poor bone quality.  
The main weaknesses of this study are that it is a cross-sectional study, has a small sample size, and a 
female-only population, all of which limit its external validity. In addition, the unavailability of the 
anthropometric data of the CG from the cadaver samples prevented the calculation of the BMI, since it could 
influence the structural indexes of BH. The main strength of the present study was the selection of a series of 
young, metabolically healthy women without the interference of hypoestrogenism divided into two groups well 
defined by the ideal glycemic control.  
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It is concluded that premenopausal T2DM patients present a high prevalence of morphometric spine 
fractures, a finding that may be underestimated in the literature on the subject due to the use of less sensitive 
radiological methods in the diagnosis of this condition. Bone disease in T2DM appears to be in a continuum in 
which the most severe endpoint is characterized in the BH by a reduction in the structural parameters in addition 
to a reduction in the static parameters of bone formation. No relationship was observed between PEN and BH, 
but levels of this substance were elevated in women with T2DM. All these factors together contribute to reduced 
bone quality and bone strength, although they are related to high BMD compared to healthy controls, 
underestimating the risk of fracture in this population.  
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
O presente estudo fixou-se em três  parâmetros clínicos principais, 
correlacionando-os com os níveis séricos de PEN e IGF-1, ao avaliar a HO da sua 
amostra: a) controle glicêmico, b) presença de CCs  e c) presença de FVs. 
Nossos resultados podem permitir a elaboração da seguinte narrativa sobre a 
fisiopatologia e evolução da HO na doença óssea do DM2. 
Numa fase precoce, mulheres jovens, com sobrepeso ou obesas, 
hiperinsulinêmicas, antes ou por volta da idade de aquisição do pico de massa 
óssea (30 anos de idade), desenvolvem uma estrutura óssea robusta, com volume 
ósseo, número e espessura de trabéculas elevado. Com o surgimento do DM2, os 
períodos de descompensação e hiperglicemia, caracterizados laboratorialmente pela 
elevação da HbA1c, são rapidamente associados a períodos intermitentes, mais ou 
menos prolongados, de baixa atividade osteoblástica e remodelação óssea. Com a 
progressão da doença e surgimento de complicações microvasculares, a doença 
óssea progride, se torna mais grave, afetando também a taxa de formação  e 
mineralização óssea, onde a ESC pode ter um papel importante. O efeito sobre a 
formação óssea associado ao baixo remodelamento levariam, progressivamente, à 
perda dos parâmetros de robustez óssea (volume ósseo aumentado) relacionados à 
resistência insulínica e à hiperinsulinemia, com redução do volume ósseo. 
Finalmente, embora ainda muito jovens, essas mulheres fraturam. Foi observada 
uma prevalência de 11,5% de FVs morfométricas nas pacientes com DM2 aqui 
avaliadas (3/26 pacientes). A redução do volume ósseo, possivelmente associado a 
um estado de baixa remodelação, excesso de mineralização  e perda do módulo 
elástico causado pelo acúmulo de AGEs, parecem estar relacionados ao desfecho 
final das fraturas, embora a DMO ainda demonstre elevada densidade óssea aqui 
observada, quando comparada às mulheres normais da mesma idade. 
Potencialmente, mais adiante, a menopausa e o hipoestrogenismo podem agravar a 
perda de massa óssea e a qualidade óssea. 
Se a prevenção da doença óssea diabética parece clara, qual seja, a 
obtenção e a manutenção do controle glicêmico, seu tratamento certamente 
demandará novos estudos que apontem se estimular ou inibir o remodelamento 
ósseo é a melhor estratégia para melhorar a qualidade óssea nesta população. 
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6 CONCLUSÃO 
 
Em conclusão:  
a) Mulheres na pré-menopausa com DM2 apresentaram aumento do 
volume ósseo em comparação com mulheres sem DM2.  
b) Pacientes com MC apresentaram menor volume osteoide 
comparados com pacientes com BC; esses parâmetros não 
mostraram correlação com os níveis séricos de IGF-1, e se 
correlacionaram negativamente com os níveis de HbA1c.  
c)  A presença de CCs foi associada à doença óssea de maior gravidade, 
com redução dos parâmetros estáticos e dinâmicos da formação e 
mineralização óssea.  
d) Os níveis séricos de PEN correlacionaram-se positivamente com a 
DMO de coluna L1-L4, Z-score de coluna L1-L4 e Z-score de colo 
femoral.  
e) A  prevalência de FV nesta população foi de 11,5% e parece estar   
associada  à redução dos parâmetros estruturais na HO.  
f)  Todos esses fatores contribuem para a redução da qualidade óssea e 
podem justificar um risco aumentado de fraturas em pacientes com 
DM2, tendo em mente que a DMO medida pela DXA pode refletir 
falsamente uma  boa resistência óssea nessa população. 
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